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Resumen y Abstract  IX 
 
Resumen 
Desde el siglo XIX el café ha sido el principal producto agrícola de exportación en 
Colombia, garantizando un importante aporte al desarrollo económico del país. La 
enfermedad denominada “La gotera”, causada por el hongo Omphalia flavida (fase 
anamorfa de Mycena citricolor), se presenta muy frecuentemente en las plantas de café, 
cuyo daño principal es la defoliación. En el presente estudio se realizó la caracterización 
in vitro de la variación morfológica y molecular de 16 y 7 aislamientos de O. flavida, 
respectivamente; provenientes de cuatro municipios productores de café en el Cauca. 
Así mismo, se determinó la patogenicidad in vitro de 7 aislamientos en hojas sanas de 
café de la variedad Castillo® El Tambo, para evaluar el efecto antifúngico de las ZnO- 
NPs, específicamente sobre 2 aislamientos de O. flavida que presentaron un alto nivel de 
patogenicidad. Los resultados mostraron que los aislamientos fueron agrupados en 4 
morfotipos, de acuerdo al área geográfica y la similitud de sus características 
morfológicas y culturales; de acuerdo a ello se encontraron diferencias significativas para 
el índice de velocidad de crecimiento micelial (IVCM) excepto entre los aislamientos de 
El Tambo y Bolívar, no hubo diferencia significativa para el porcentaje de gemas entre 
los aislamientos evaluados por municipio, las estructuras vegetativas y reproductivas 
presentaron características propias reportadas en la literatura, se observaron diferencias 
significativas para el diámetro de la cabezuela de los aislamientos de La Sierra y Caloto, 
no hubo diferencias en la longitud del pedicelo y si hubo diferencias en la longitud total 
de la gema para los de El Tambo y Caloto. El alto porcentaje de identidad y los 
resultados generales del BLASTn indicaron que los aislamientos corresponden a           
O. flavida. En cuanto a la evaluación de la patogenicidad, los morfotipos de El Tambo y 
La Sierra presentaron los niveles más altos de patogenicidad. Las nanopartículas con 
base en ZnO mostraron una actividad antifúngica sobre los aislamientos que presentaron 
los niveles más altos de patogenicidad, el tratamiento más eficiente fue con 12 mmol. L -
1. 
 









Since the 19th century, coffee has been the main agricultural export product in Colombia, 
guaranteeing an important contribution to the country's economic development. The 
disease called "The leak", caused by the fungus O. flavida (anamorphic phase of M. 
citricolor), occurs very frequently in coffee plants, whose main damage is defoliation. In 
the present study the in vitro characterization of the morphological and molecular variation 
of 16 and seven isolates of O. flavida, respectively; from four coffee producing 
municipalities in Cauca. Likewise, the in vitro pathogenicity of seven isolates in healthy 
coffee leaves of the Castillo® El Tambo Variety was determined, and finally the antifungal 
effect of ZnO-NPs was evaluated, specifically on two O. flavida isolates that presented a 
high level of pathogenicity. The results showed that the isolates were grouped into 4 
morphotypes, according to the geographical area and the similarity of their morphological 
and cultural characteristics; accordingly, significant differences were found for the 
mycelial growth rate index (IVCM) except between the El Tambo and Bolívar isolates and 
(P = 0.351), there was no significant difference for the percentage of gems among the 
isolates evaluated by municipality (P=0.355), the vegetative and reproductive structures 
presented typical characteristics of the fungus, in addition significant differences were 
observed for the diameter of the head for both La Sierra and Caloto (P = 0.026), isolates, 
there were no differences in the length of the total pedicel of the gem for those isolates   
(P = 0.835) and there were differences in the total length of the gem for El Tambo and 
Caloto (P = 0.001) isolates. The high percentage of identity and the general BLASTn 
results indicated that the isolates would correspond to O. flavida. Regarding the 
evaluation of pathogenicity, the morphotypes of El Tambo and La Sierra had the highest 
levels of pathogenicity. The NPs based on ZnO showed an antifungal activity on the 
isolates that presented the highest levels of pathogenicity, the most efficient treatment 
was with 12 mmol.L 
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Introducción 
Colombia está catalogado como el tercer país productor de café (Coffea arábica L) y el 
mayor productor de café del tipo “suave” o “lavado” en el mundo (Canet Brenes et al., 
2016). En términos económicos, en el año cafetero 2018/19, la producción nacional de 
café ascendió a 13,9 millones de sacos, 0,4% más en producción y 6,3% más en 
exportaciones que en el ciclo anterior, en el que estas fueron cercanas a los 12,7 
millones de sacos (FNC, 2019). Estas cifras ratifican que el café sigue siendo un sector 
dinámico de la economía, que contribuye al crecimiento económico y a la generación de 
empleo en el país (FNC, 2017).  
Como cualquier otro cultivo, el café se ve afectado por una gran variedad de 
enfermedades de origen fúngico, situación que hoy se acrecienta por la frecuencia de las 
alteraciones del clima, en especial el fenómeno de La Niña, que han favorecido la 
presencia de enfermedades emergentes en regiones donde eran esporádicas y que 
ahora se perciben como más frecuentes y perjudiciales, tanto en cultivos bajo sombrío 
como en cafetales a libre exposición, en todas las variedades (Valencia et al., 2016). Una 
de las enfermedades emergentes que causa mayores daños en producción y que 
probablemente se configura como una de las más importantes, es la gotera del cafeto, 
cuyo agente causal se le atribuye al hongo O. flavida (fase anamorfa de Mycena 
citricolor).  
Considerando la situación actual, la Universidad del Cauca en convenio con la 
Universidad Nacional de Colombia – Sede Palmira y la Universidad de Santander, 
ejecutaron el proyecto titulado “Uso de la nanotecnología como control fitopatológico, 
considerando cuatro enfermedades de interés para el sector cafetero del departamento 
del Cauca”, financiado por Colciencias, el cual tuvo como objetivo determinar el efecto 
antifúngico in vitro de las nanopartículas de óxido de cinc (ZnO-NPs) sintetizadas por 
rutas química y verde sobre los cultivos de hongos patógenos de importancia económica 
para el departamento del Cauca.  
2 Introducción 
 
Ante la magnitud de las afectaciones causadas por este hongo, son pocas las 
investigaciones realizadas para mitigar los efectos. En la actualidad, se considera que la 
nanotecnología es una herramienta novedosa, para manejar enfermedades fúngicas en 
las plantas, que puede sustituir el uso indiscriminado de compuestos químicos nocivos 
para el medio ambiente y la salud humana (Beyers et al., 2014; Lira-Saldivar et al., 2008)  
especialmente en cultivos de café; utilizando para ello, nanopartículas de óxidos 
metálicos que no afecten el entorno y que registren comportamientos como 
macronutrientes (MgO, CaO, etc.) o micronutrientes (ZnO, CuO, etc.) en el suelo; por su 
tamaño, estas partículas muestran mayor capacidad de disolución, permitiendo la 
formación de iones de Mg, Ca, Zn o Cu al entrar en contacto con un medio acuoso, 
compuestos que podrían desintegrarse más fácilmente al unirse al suelo.  
En este trabajo, se evaluó el uso de ZnO-NPs como control sobre aislamientos de O. 
flavida, provenientes de cuatro municipios del Departamento del Cauca (El Tambo, 
Bolívar, La Sierra y Caloto). Para ello, se estructuró una metodología para aislar y 
caracterizar la variación morfológica y molecular de los aislamientos de O. flavida, se 
determinó la patogenicidad de los mismos en hojas de café de la variedad Castillo® El 
Tambo y finalmente se evaluó el efecto antifúngico de las ZnO-NPs sobre los cultivos 






1. Planteamiento del problema 
La caficultura es una actividad fundamental de la economía agrícola de Colombia, sin 
embargo, hoy en día el sector cafetero se enfrenta a mayores retos debido a la 
variabilidad climática (FNC, 2014). La situación es alarmante, debido a que temperaturas 
y lluvias anormales pueden afectar directamente a la planta de café provocando 
condiciones poco-óptimas de crecimiento, e indirectamente, generando condiciones 
favorables para el desarrollo de plagas y enfermedades. Estos cambios afectan los 
rendimientos y la calidad, y aumentan los costos de producción, lo que conlleva a una 
drástica reducción de ingresos para los productores (Baker, P & Duque, 2007). 
La gotera del cafeto, cuyo agente causal se le atribuye al hongo Omphalia flavida, es 
considerada una enfermedad emergente asociada a las variaciones en el clima, épocas 
de lluvias frecuentes y prolongadas, eventos de La Niña, humedad relativa alta superior a 
80%, nubosidad alta y brillo solar bajo. No es una enfermedad de impacto general o 
nacional, sino regional y local. El daño principal ocasionado por esta enfermedad en el 
arbusto de café es la defoliación, lo cual hace que disminuya notablemente el área 
fotosintética de la planta y se reduzca su crecimiento y producción (Rivillas Osorio & 
Castro Toro, 2011). En varios países de Centro América se han estimado pérdidas entre 
el 20 y el 30% en la producción; en Colombia, el Centro de Investigaciones del Café 
(Cenicafé), registró altos niveles de la enfermedad en el año 2010 en la variedad 
Castillo® de las estaciones experimentales de El Tambo (Cauca) y Pueblo Bello (Cesar); 
en esta última localidad, el hongo produjo una defoliación del 70% en el lote, lo que 
redujo en un 41% el nivel de producción (Rivillas Osorio & Castro Toro, 2011). 
Recientemente, las evaluaciones realizadas por el servicio de extensión de la Federación 
Nacional de Cafeteros (FNC), con el apoyo de Cenicafè, han registrado altas incidencias 
y epidemias recurrentes en algunos departamentos de la Cordillera Oriental y 
Piedemonte Llanero, además de algunas zonas en Nariño y Cauca, en el sur del país 
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(Angel Calle et al., 2018), por lo cual hasta el momento no existe un método de control 
eficaz contra la enfermedad a pesar de los seguimientos y estudios.  
Actualmente, el manejo de la enfermedad está sujeto al control químico, mediante la 
aplicación de ciproconazole (Alto 100SL), fungicida sistémico y de contacto tipo triazol 
(Angel Calle et al., 2018). Sin embargo, el uso irracional de fungicidas como único 
método de control puede generar contaminación ambiental y ser obstáculo en el 
desarrollo de programas de cafés especiales y/o caficultura sostenible, ya que 
compuestos como thiamethoxam, cyproconazole, flutriafol e imidacloprid, entre otros, 
están catalogados entre mediana y extremadamente tóxicos (Menza Franco, 2003). Por 
lo tanto, es necesario encontrar métodos o tratamientos de control que puedan sustituir el 
uso indiscriminado de fungicidas, como por ejemplo el uso de nanopartículas de ZnO.  
 
Tomando como base este planteamiento, surgieron las siguientes preguntas que dieron 
origen a este proyecto de investigación: ¿Corresponderán los aislamientos provenientes 
de cuatro municipios del departamento del Cauca, a la especie O. flavida?, ¿Hay 
variación fenotípica y genotípica entre los aislamientos de la especie a nivel de cuatro 
municipios, y existe diferencia en la patogenicidad?, ¿Presentarán las ZnO-NPs, efecto 
antifúngico sobre los aislamientos in vitro de O. flavida que mostraron un nivel alto de 
patogenicidad?  
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2. Justificación 
La caficultura se ha configurado como una de las actividades agrícolas más importantes 
para la estabilidad económica y social del país. En la región de Huila, Cauca y Nariño se 
localiza el 33% del área sembrada y de la producción nacional; en este aspecto, el aporte 
del 9,96% del Cauca se debe a que alberga a cerca de 93.000 familias cafeteras que 
cultivan alrededor de 95.600 hectáreas y posiciona al departamento como el cuarto 
mayor productor de Colombia. Esto ha llevado a que a nivel local se consoliden 
programas de cafés especiales, que exigen que los cafeteros produzcan bajo unos 
estrictos protocolos de calidad, enfocados en la protección de los cultivos y el cuidado del 
medio ambiente (FNC, 2011). 
En el contexto del país, es necesario, por lo tanto, adelantar estudios enfocados en la 
enfermedad causada por el hongo O. flavida que ataca los cultivos de café, para conocer 
su estructura genética y su potencial de adaptación a diferentes ambientes, su capacidad 
de producir la enfermedad y su susceptibilidad a diferentes tratamientos, de esta manera, 
se aporta nueva información, que contribuye a orientar estrategias efectivas de control, 
en los cultivos de café en Colombia, específicamente, en cuatro municipios del 
departamento del Cauca.   
Considerando que La gotera es una enfermedad emergente y llega a ocasionar pérdidas 
económicas en el cultivo de café, la ciencia, la tecnología y la innovación tienen el 
desafío de proveer las herramientas necesarias para mitigar los efectos de estas 
amenazas, con la búsqueda de nuevas alternativas de control que sean adversas al 
desarrollo del patógeno y amigables con el medio ambiente. En este sentido, la 
nanotecnología y específicamente el uso de ZnO-NPs ayudarían a reducir el efecto 
adverso provocado por enfermedades fitopatógenas no solo en el cafeto, sino en otros 
cultivos de importancia económica, disminuyendo los efectos secundarios que trae 
consigo el uso de fungicidas. Las ZnO-NPs, han generado un gran interés científico y 
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tecnológico debido a su tamaño, a las morfologías diversas que pueden presentar y a su 
alta superficie específica (Guozhong, 2004; Klabunde & Richards, 2009), lo que les 
confiere una alta reactividad química, capacidad de adsorción de superficie y carga 
superficial, pudiendo interactuar de forma eficiente, generando toxicidad sobre el hongo 
(Brayner et al., 2013; Nel, A. Xia, T. Madler, L. Li, 2006; Ray et al., 2009). Cabe 
mencionar que, en la revisión bibliográfica realizada hasta el momento, varios estudios 
han mostrado el efecto antifúngico de las ZnO-NPs sobre diversos hongos (Arciniegas-
Grijalba et al., 2017; Erazo A, et al., 2019; Kairyte et al., 2013; Lili He et al., 2011; López 
& Rodríguez-Páez, 2017; D. Sharma et al., 2010), pero no, específicamente, sobre el 
hongo O. flavida.  
Teniendo en cuenta lo anterior, esta investigación se originó en el interés de evaluar el 
uso de ZnO-NPs como control sobre aislamientos de O. flavida provenientes de cuatro 
municipios del departamento del Cauca.  





Determinar el efecto antifúngico in vitro de las nanopartículas de óxido de cinc (ZnO-NPs) 
sobre los aislamientos de Omphalia flavida, provenientes de cuatro municipios del 
Departamento del Cauca. 
3.2 Específicos 
Estructurar una metodología para aislar y caracterizar la variación morfológica y 
molecular de aislamientos de Omphalia flavida, procedentes de cuatro municipios del 
Departamento del Cauca. 
Determinar la patogenicidad de los aislamientos de Omphalia flavida en hojas jóvenes de 
café de la variedad Castillo ® El Tambo. 
Evaluar el efecto antifúngico de las nanopartículas de óxido de cinc (ZnO-NPs) en 
cultivos monospóricos de aislamientos de Omphalia flavida. 
  




 Los datos comprobaran que: los aislamientos provenientes de cuatro municipios 
del departamento del Cauca pertenecen a la especie O. flavida, presentan una 
alta variación morfológica y molecular y que hay morfotipos definibles con base en 
ambos tipos de variación. 
 
 Existe o no variación en la patogenicidad de los aislamientos y esto se relaciona 
con la variación morfológica, molecular y el origen.  
 
 Las ZnO-NPs presentan un efecto antifúngico sobre los aislamientos in vitro de O. 
flavida encontrados con un nivel alto de patogenicidad.  
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5. Marco teórico 
5.1 Generalidades 
El café es originario de Etiopía, en nororiente de África. Las principales especies de café 
de importancia comercial a nivel mundial son: Coffea canephora y Coffea arábica, siendo 
esta última la principal especie del género que abarca más del 60 % del grano que se 
comercializa en el mercado internacional y que se cultiva esencialmente en el Centro y 
Sur de América (FNC, 2010a).  
 
Los indicios históricos señalan que El café arábigo llegó a Colombia a finales del siglo 
XVIII y su producción comenzó en la segunda mitad del siglo XIX en el nororiente del 
país con su consecuente propagación hacia el centro, el occidente y sur del país 
(Cenicafé, 1958). Al finalizar el siglo, el café había cobrado gran importancia dentro de la 
economía colombiana, ya que en 20 años pasó de representar del 20% al 50% de las 
exportaciones totales del país (FNC, 2017c). Desde entonces, esta actividad agrícola e 
industrial ha tenido siempre una significativa importancia socioeconómica. El área 
cafetera colombiana corresponde aproximadamente a 911.000 hectáreas distribuidas en 
600 municipios a lo largo y ancho del país (FNC, 2017a), donde se encuentran unos 
560.000 mil productores, cuyas familias están constituidas por cerca de 2,7 millones de 
personas que se dedican a su cultivo (Cenicafé, 2019).  
 
El café colombiano cuenta con ventajas competitivas en el mercado internacional debido 
a factores como su origen geográfico y las condiciones de clima y suelos de sus cultivos, 
que a lo largo del año generan características y atributos excepcionales en el grano 
(FNC, 2010b). Sin embargo, estas características favorables que se tienen para el 
cultivo, son también propicias para la proliferación de diversos microorganismos 
fitopatógenos, entre los cuales se encuentran los hongos (Villanueva L, Miranda N, 
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Castro N, 2015). Como ya se mencionó, anteriormente, en este trabajo de investigación 
se consideró una enfermedad de importancia económica: la gotera del cafeto causada 
por el hongo O. flavida. 
5.2 Descripción del patógeno: La gotera del cafeto 
La gotera del cafeto u ojo de gallo, causada por el hongo Mycena citricolor Sacc. 
(Sinónimo: O. flavida Maubl. & Rangel), es una de las pocas enfermedades del café, 
nativas de América, de importancia económica desde México y el Caribe hasta Brasil y 
Bolivia (Angel Calle et al., 2018). En Colombia, las regiones más afectadas se 
encuentran en la vertiente oriental de la cordillera del mismo nombre, en el Piedemonte 
Llanero y Amazónico, y en el Sur del país (Nariño y Cauca); sin embargo, se considera 
que en casi todos los departamentos hay presencia de la enfermedad. Las epidemias 
pueden ser constantes y marcadas según las variaciones en el clima, épocas de lluvias 
frecuentes y prolongadas, eventos de La Niña, humedad relativa alta superior a 80%, 
nubosidad alta y brillo solar bajo. La gotera del cafeto es considerada una enfermedad 
que se presenta por efecto de fluctuaciones estacionales a nivel regional o local (Angel 
Calle et al., 2018; Rivillas Osorio & Castro Toro, 2011).   
 
Es común considerar que la enfermedad es importante en plantaciones viejas, mal 
manejadas y con exceso de sombrío, pero en realidad, se puede presentar en cualquier 
momento del ciclo productivo del café con siembras densas o en dirección contraria al 
viento, malezas altas y plantas con exceso de ejes verticales; la ausencia de sombrío y 
pocas horas de sol, son condiciones que benefician el crecimiento del hongo, al propiciar 
alta humedad relativa y luz difusa (Granados, 2015). 
 
El daño principal ocasionado por esta enfermedad en las plantas de café es la 
defoliación, lo cual hace que disminuya notablemente el área fotosintética de la planta y 
se reduzca su crecimiento y producción. Los cafetos defoliados ocupan sus reservas 
alimenticias en la producción de nuevo follaje y no en la producción de frutos y los pocos 
que logran formarse son atacados también por la enfermedad, de forma que se vuelven 
muy susceptibles a la caída. Es decir, las cerezas formadas, verdes, pintonas y maduras, 
son atacadas por este hongo patógeno produciendo lesiones que en ocasiones afectan 
solamente la parte externa de los frutos (epicarpio) y, en otras, avanzan hasta el interior 
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del fruto o endocarpio, causándoles daño e induciendo su caída, comprometiendo así la 
cantidad y calidad de la producción (Castaño A, 1951a; Gonzales, 2003; Porras-Alfaro, 
2000). 
5.2.1 Clasificación taxonómica 







Especie: Mycena citricolor (fase teleomorfa) 
Especie: O. flavida (fase anamorfa de M. citricolor) (Kirk, PM; Cannon, JC; Stalpers, 
2008) 
5.2.2 Biología 
El hongo tiene como importante característica la producción de dos tipos de estructuras 
reproductivas: gemas (fase asexual o anamorfa) y basidiocarpos (fase sexual o 
teleomorfa) (Rivillas Osorio & Castro Toro, 2011). 
 
 Estado anamorfo 
Cuando las condiciones ambientales son favorables para el desarrollo del hongo, se 
observan estructuras semejantes a pequeños alfileres de coloración amarilla que 
aparecen sobre las lesiones, evidenciando la fase anamorfa del patógeno, durante la cual 
el hongo produce cuerpos fructíferos conocidos como gemas, que son estructuras 
pequeñas, mucilaginosas, esferoides y achatadas en los polos, de apariencia cerosa, 
dura y coriácea, con una lámina de mucilago en su exterior que le permite que, aunque 
se deseque, no pierda su forma original. Presentan un color amarillo azufroso y su 
característica en forma de alfiler le permite al patógeno diseminarse y adherirse a la hoja 
u otras partes vegetativas (Figura 5-1a). El patògeno se propaga a partir de estas 
estructuras, las cuales se desprenden fácilmente del pedicelo y empiezan a dispersarse 
principalmente por acción del agua y el viento (Rivillas Osorio & Castro Toro, 2011). Su 
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formación depende de la presencia de luz, es ahí donde se obtiene una máxima 
producción de gemas y pigmento amarillo de las mismas (Angel Calle et al., 2018). Esta 
estructura consta de dos partes: un pedicelo y una cabezuela. Las cabezuelas están 
constituidas por una masa de hifas compactadas, las cuales son observables con un 
aumento de 40x y se identifican por ser de apariencia lanosa (Figura 5-1b); además, 
nunca produce conidios ni externa ni internamente (Buller, 1934). El pedicelo es sólido, 
cilíndrico y delgado, de aproximadamente 2 mm de altura con 0,12 mm de diámetro en su 
parte basal y 0,05 mm de diámetro en la zona de inserción de la cabeza (Buller, 1934). 
En la Figura 5-1c se observan claramente las fases de desarrollo de una gema.  
 
Figura 5-1: Ilustración de la estructura característica del estado anamorfo de O. flavida 
(a) Gema en forma de alfiler que le permite adherirse al patógeno a la hoja (b) 
Observación de la gema con todas sus partes. (c) Fases de desarrollo de una gema. 
 
 
Fuente: (Buller, 1934) y citado por Granados (2015). 
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 Estado Teleomorfo 
Los basidiocarpos son los cuerpos fructíferos de la reproducción sexual y corresponden 
al estado teleomòrfico, generalmente es difícil encontrar este estado en campo y tiene 
poca importancia en el desarrollo de la enfermedad. 
 
En ésta fase, los basidiocarpos se identifican porque tienen forma de sombrilla, son de 
color amarillo (Figura 5-2a), producen y liberan una gran cantidad de basidiosporas 
(López Arguedas, 2001a). Poseen un píleo de 5 mm, convexo, semitransparente y citrino 
con un estípite de 6 mm, largo y filiforme, glabro y con algunas lamelas decurrentes 
(Figura 5-2 (b-c); es de hábito gregario y está presente en hojas muertas. Estas 
estructuras reproductivas se originan a partir de lesiones en hojas o frutos de café que 
cayeron de la planta al suelo (Figura 5-2d); sin embargo, por tratarse de un ambiente 
húmedo, existe rápida descomposición del material vegetal enfermo que se deposita en 
el suelo. Además, la gran cantidad de microorganismos en el ambiente y otros parásitos, 
evita el aparecimiento de estas estructuras, razón por la cual ocasionalmente son 
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Figura 5-2: Ilustración del basidiocarpo característico del estado sexual de                   
M. citriicolor. (a) Basidiocarpos obtenidos en laboratorio en cámaras húmedas a partir de 
material vegetal colectado en campo, (b) Dimensiones de un basidiocarpo, (c) 
Observación de la parte inferior de un píleo extendido de M. citricolor, para mostrar 
disposición de las laminillas y (d) Presencia de basidiocarpos en lesiones de hojas 
caídas.  
 
Fuente: (Maublanc & Rangel, 1914) y citado por Granados, (2015). 
 
M. citricolor es una de las especies de Agaricales bioluminiscentes que se caracterizan 
por ser degradadoras de lignina. La bioluminiscencia es un fenómeno asociado a 
sustratos hidratados y refiere a la emisión de luz visible (fría, verdosa y con un máximo 
de intensidad de 520-530 nm) por organismos vivos como bacterias, insectos y hongos; 
este fenómeno ocurre por una reacción del oxígeno catalizada por una enzima  
(luciferasa) en un sustrato (luciferín) (Seas-Carvajal & Avalos, 2013). 
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Es característico observar en este patògeno, que el micelio, gemas y basidiocarpos 
producen bioluminiscencia a la sombra, de ahí que la enfermedad se conozca también 
como candelilla. Alrededor de 33 especies de hongos, han sido reportadas como 
bioluminiscentes, distribuidas en nueve géneros, pertenecientes a basidiomicetos, no se 
conocen otros grupos de hongos fitopatógenos que sean bioluminiscentes (Baldrian, 
2010a). Las funciones ecológicas de la bioluminiscencia se explican como una 
adaptación para atraer invertebrados, con el fin de aumentar la dispersión de las esporas 
del hongo (Desjardin et al., 2008). 
 
Algunos de los medios de cultivos en los que se ha logrado desarrollar este patógeno 
son: agar- pan-agua, agar- harina de maíz, agar-harina de avena, papa-dextrosa-agar, 
agar-semilla de millo, agar semilla de arroz descascarillada y papa-dextrosa-agar con 2% 
de levadura (Buller, 1934; Carvajal, 1939).  
5.2.3 Ciclo de vida 
De manera general, el ciclo de vida de los agaricomycetes empieza con la germinación 
de las basidiosporas, para formar micelio monocariótico haploide. Todos los núcleos 
tienen el mismo genotipo; dado que el núcleo no se fusiona, sucede una migración 
nuclear en la que el micelio llega a ser dicariótico (n+n), teniendo 2 núcleos 
genéticamente disimiles en el mismo citoplasma. Normalmente, el núcleo del dicarion 
ocurre en pares y la mitosis pasa simultáneamente. Esta es una fase del hongo que es 
única en la biología. Finalmente, el basidio se desarrolla y ocurre fusión nuclear 
(cariogamia), seguida inmediatamente por meiosis. El ciclo se completa cuando se 
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Teniendo en cuenta lo anterior, los Agaricomycetes presentan dos fases de reproducción, 
la teleomorfa y la anamorfa. La primera constituye la mayor parte del ciclo y se 
caracteriza por la formación de cuerpos fructíferos complejos llamados basidiocarpos, 
mientras que la anamorfa no presenta fase conidial (Moore, 2003). 
 
Algunos agaricomycetes producen gemas, siendo el más llamativo de estos O. flavida. La 
palabra “gema” o “cabezuela” fue adoptado por (A. H. R. Buller, 1934) para describir la 
fase anamorfa de M. citricolor, estas estructuras se presentan sobre lesiones en hojas 
adheridas a la planta de café, mientras que los basidiocarpos solo son observados en 
hojas caídas de diferentes especies vegetales y en descomposición sobre el suelo, tanto 
en el bosque como en cultivos de cafeto. La fase teleomorfa se puede recuperar a partir 
de hojas de cafeto infectadas, mantenidas bajo condiciones de alta humedad y a partir de 
inoculaciones artificiales en hojas de café (Buller, 1934; Carvajal, 1939; Desjardin et al., 
2008).  
 
El hongo puede ser cultivado in vitro y se pueden obtener ambos estados (anamórfico y 
teleomórfico) a partir del mismo micelio; sin embargo, la producción del estado 
teleomorfo en cultivo in vitro llega a ser baja o nula en muchos aislamientos (Salas & 
Hancock, 1972; Wang, 1988). Aunque la producción de gemas es estimulada por la luz, 
algunos cultivos no son capaces de producirlas aunque cuenten con los requerimientos 
óptimos para su cultivo (Buller, 1934). 
Capítulo 1 17 
 
5.2.4 Distribución geográfica 
Teniendo en cuenta el mapa de distribución mundial señalado en la base de datos global 
del CABI (Centre for Agricultural Bioscience International, 2019), este patógeno se 
encuentra presente en los siguientes países: Bolivia, Brasil, Cuba, Costa Rica, República 
Dominicana, Ecuador, Chile, Guayanà  Francesa, El Salvador, Guatemala, Honduras, 
Guadalupe, Guyana, Haití, México, Honduras, Martinica,  Nicaragua, Surinam, Trinidad y 
Tobago Panamá, Jamaica, Perú, Estados Unidos (Florida), Puerto Rico, Venezuela, y 
Colombia. Se ha considerado que su distribución es netamente americana; sin embargo, 
el mapa de distribución publicado por el CABI reportó tres nuevos registros del hongo en 
Francia (Ver Figura 5-4). 
 
Figura 5-4: Mapa de distribución mundial del hongo O. flavida.  
 
Fuente: (EPPO Global Database, 1970). 
 
Específicamente, en Colombia se han encontrado registros de su distribución, 
ocasionados por los ataques severos en los departamentos de Tolima, Risaralda, 
Cundinamarca, Cesar, Valle del Cauca, Nariño y Cauca (Rivillas Osorio & Castro Toro, 
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2011). Es importante mencionar que la gotera del cafeto no es de reciente aparición en 
Colombia; es probable que haya podido recobrar vigencia e importancia económica en 
ciertas épocas, en las cuales a lo largo de la historia de la producción cafetera, ha 
predominado el modelo de una caficultura con sombrío denso o actualmente por la 
influencia de las alteraciones climáticas (Rivillas Osorio & Castro Toro, 2011), lo cual 
justifica el interés de una búsqueda de métodos alternativos para su control. 
5.2.5 Síntomas de la enfermedad  
Los síntomas se evidencian normalmente en el haz de la hoja y se caracterizan por la 
formación de lesiones iniciales de aproximadamente 1,0 mm de diámetro, de color 
marrón oscuro a purpura y se observan entre las 48 a 72 horas después de que la gema 
entra en contacto con el tejido de la planta. El ácido oxálico, liberado por el hongo antes 
de la penetración, captura el calcio de las paredes de la célula de la hoja y produce una 
disminución del pH, ocasionando la activación de enzimas como la oxidasa del ácido 
indolacético, celulasa y poligalacturonasa, que a su vez pueden contribuir aún más a la 
desintegración del tejido (Wang, A.; Avelino, 1999). Se ha demostrado que el hongo evita 
el flujo normal de auxinas desde el pecíolo hasta la lámina de la hoja (Rivillas Osorio & 
Castro Toro, 2011), favoreciendo su infección progresiva hasta provocar la muerte de los 
tejidos (Wang, A.; Avelino, 1999). 
 
Transcurrida una semana, sobre la gema que dio origen a la nueva lesión, se forman 
nuevas gemas con capacidad infectiva, que continúan generando nuevos sitios de 
infección inmediatos a la lesión inicial (infecciones secundarias), dispersándose a otros 
órganos y plantas. Las lesiones (individuales y coalescentes) varían según el aislamiento 
del hongo, el tipo de tejido infectado y el clima. Una lesión madura se caracteriza por ser 
circular o ligeramente ovalada, con bordes bien definidos, de 1 a 10 mm de diámetro, de 
color rojizo a pardo y se torna gris claro a medida que envejece (ver Figura 5-5 (a-b) 
(Rivillas Osorio & Castro Toro, 2011). El efecto negativo de la enfermedad sobre el 
rendimiento de la planta, se presenta debido a una defoliación severa de hojas jóvenes y 
viejas. El patógeno, además de afectar las hojas, puede atacar frutos de diferente estado 
de desarrollo, ramas y tallos, ocasionando hasta la muerte de plantas completas (Figura 
5-5 (c-d).  
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Figura 5-5:  Síntomas de las lesiones y daños ocasionados por O. flavida en plantas 
de café. (a) Lesiones jóvenes (b) Lesiones maduras, (c) afectación en frutos                     
(d) defoliación de las ramas primarias y secundarias en un árbol de café.   
 
 
Figura 5-5c (Angel Calle et al., 2018). 
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5.2.6 Signos del patógeno 
Los principales signos de presencia de este hongo que se observan en el campo, son las 
gemas o cabecitas de origen asexual, en forma de alfiler, de 2,0 a 4,0 mm de alto, de 
blancas opacas a amarillas, que se forman a partir de la compactación de micelio que 
crece sobre lesiones recientes y viejas por el haz de la hoja, en presencia de agua libre 
(Figura 5-6). Estas gemas, por acción del brillo solar y cambios de humedad relativa, 
pierden las cabecitas, que al caer sobre los órganos de las plantas se adhieren a la 
superficie en las 24 horas, para luego iniciar una nueva infección (Gil-Vallejo et al., 2003). 
La propagación del patógeno se debe a la lluvia como el principal agente dispersante de 
las cabezuelas de O. flavida. El viento también juega un papel esencial, transportando las 
hojas enfermas desprendidas de los cafetos afectados. De igual manera, otros medios 
que contribuyen a la diseminación de la enfermedad son las vellosidades de los cuerpos 
de insectos, que resultan aptas para transportar cabezuelas, y las actividades humanas 
durante las labores culturales en campo (Castaño A, 1951b). 
 
Figura 5-6: Gemas características de O. flavida. 
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5.2.7 Importancia económica 
Este hongo posee un amplio rango de hospedantes, donde más de 550 especies de 
plantas son susceptibles a ser atacadas, siendo el cafeto es una de las especies de 
mayor importancia comercial (Wang, A.; Avelino, 1999). Se considera que toda planta de 
café severamente atacada por gotera, sufre trastornos fisiológicos de suma 
consideración tales como defoliación, caída de frutos y paloteo, entre otros. El 
restablecimiento del follaje, en donde tienen lugar las funciones de respiración y 
transpiración, le resta actividades a las funciones reproductoras y, por tanto, las 
cosechas siguientes, aun en caso de cambiar las condiciones desfavorables, no serán 
las ideales para alcanzar su completa reposición (Castaño A, 1951b). En Colombia, este 
hongo causa pérdidas variables en la producción (entre el 20% y el 90%), afectando 
tanto la cantidad como la calidad del grano, reduce sitios productivos, retarda el 
crecimiento de las plantas y desestabiliza los ciclos de producción y renovación, 
afectando la rentabilidad y sostenibilidad de las empresas cafeteras. Es un patógeno 
considerado internacionalmente de tipo cuarentenario y regulatorio para países de África 
y Asia, entre otros (Angel Calle et al., 2018). 
5.3 Caracterización molecular  
5.3.1 Marcadores moleculares 
En la actualidad, se estima que existen 1,5 millones de especies de hongos, entre los 
cuales, menos del 5% se han descrito (Aslam et al., 2017), esto se debe, parcialmente, al 
empleo predominante en estudios taxonómicos de características morfológicas que han 
sido clave en la clasificación de familias u órdenes, pero no se desempeñan bien en 
niveles taxonómicos inferiores, como géneros o especies (Raja et al., 2017). Entre las 
limitaciones de utilizar estos marcadores genéticos están la baja variabilidad, limitado 
número, influencia ambiental y registro limitado a la etapa fisiológica cuando se exprese 
la característica; esto sumado a la hibridación, la evolución convergente y la existencia 
de especies cripticas, ocasiona que el enfoque morfológico sea insuficiente para 
discriminación a niveles taxonómicos inferiores y que las especies descritas sean un 
porcentaje bajo del total existente (Bickford et al., 2007; Slepecky & Starmer, 2009). En 
este contexto, la filogenia molecular ha entrado para complementar el uso de marcadores 
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morfológicos, hasta ser hoy una herramienta indispensable para la identificación 
taxonómica y caracterización genética (Blackwell et al., 2006; James et al., 2006). 
 
Un marcador molecular es cualquier secuencia, región o fragmento del ADN que 
presenta una variación entre individuos, poblaciones, especies y niveles taxonómicos 
superiores (Rentaria Alcántara, 2007). Los diferentes tipos de marcadores moleculares 
se distinguen por su capacidad para detectar polimorfismos en loci únicos o múltiples y 
son de tipo dominante o co-dominante, como por ejemplo los RAPD (ADN polimórfico 
amplificado al azar), RAM (microsatélites amplificados al azar), ITS (espaciador interno 
transcrito), entre otros (Simpson, 1997). Entre los marcadores moleculares, la 
secuenciación de regiones específicas del ADN de un organismo se destaca por sus 
aplicaciones en el establecimiento de códigos de barras, identificación taxonómica y 
análisis filogenético entre otros.  
5.3.2 El código de barras de ADN como herramienta de 
identificación taxonómica en Basidiomycota 
Los códigos de barras son secuencias de ADN de 500 – 800 pb de longitud (Hebert et al., 
2004; Hebert, Cywinska, et al., 2003) que presentan combinaciones específicas de 
mutaciones de un tipo de organismo, particularmente polimorfismos de un solo nucleótido 
(SNPs), que permiten realizar una identificación taxonómica de forma rápida y precisa 
(Floyd et al., 2002; Hebert et al., 2003). Una región del genoma puede ser utilizada como 
código de barras de ADN si permite distinguir entre variación interespecífica (entre 
especies cercanas relacionadas) y variación intraespecífica (dentro de la misma especie). 
De lo anterior, se genera el concepto de “barcoding gap”, diferencia existente entre la 
variación interespecífica e intraespecífica. Por consiguiente, cuanto mayor sea la 
diferencia entre estas, la discriminación específica será más exacta (Meyer & Paulay, 
2005).  
 
La identificación de una especie a partir de una secuencia proveniente de un código de 
barras de ADN se puede dividir en 6 etapas: (1) selección de secuencias; (2) alineación 
de secuencias múltiples de proteínas homólogas o secuencias de ácidos nucleicos; (3) 
especificación de un modelo estadístico de la evolución de nucleótidos o aminoácidos; 
(4) construcción de árboles; (5) evaluación de árboles; y (6) uso de programas para medir 
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la variabilidad a partir del alineamiento de la variación presente en las secuencias (White, 
T. J., Bruns, T., Lee, S. J. W. T., & Taylor, 1990). 
 
Los códigos de barras de ADN no excluyen a la taxonomía basada en caracteres 
morfológicos diagnósticos, por el contrario, representan una herramienta 
complementaria a partir de las técnicas en biología molecular, para el proceso de 
identificación de las especies (Padial & De la Riva, 2007). Por lo tanto, las descripciones 
morfológicas sobre las especies descritas, representan una fuente de información 
apreciable y completa, aún usada en la actualidad (Begerow et al., 2010). Entre los 
códigos de barras extensamente utilizados están: La región COI (citocromo c oxidasa 
subunidad 1)  para identificación de animales (Hebert P, Cywinska A, Ball S, 2003; 
Hebert, Ratnasingham, et al., 2003; Luo et al., 2011), las regiones plastídicas matK y 
rbcL para las plantas (Cowan et al., 2006; Kress et al., 2005)  y para el caso de los 
hongos se ha propuesto el uso de la región ITS (Seifert, 2009).  
5.3.3 Región ITS 
La región ITS (espaciador transcrito interno) es un fragmento de ADN que comprende el 
gen ribosomal 5.8s y los espaciadores internos transcritos 1 y 2 que lo flanquean (figura 
7a) (Bellemain et al., 2010). La secuencia de la región ITS también puede incorporar 
fragmentos adyacentes de las regiones SSU (small subunit) y LSU (large subunit) 
dependiendo de los oligonucleótidos usados para amplificarla por PCR (Figura 7b) 
(Bellemain et al., 2010). La región ITS es una herramienta esencial en la identificación de 
hongos por presentar áreas de alta variabilidad interespecífica, pero a nivel de especie 
son generalmente conservadas, además permiten desarrollar oligonucleótidos de PCR 
específicos para la identificación de especies de hongos (Conrad L. Schoch, Keith A. 
Seifert, Sabine Huhndorf, Vincent Robert, John L. Spouge, C. André Levesque, Wen 
Chen, 2012). 
 
La región ITS se ha convertido en los últimos veinte años en una parte esencial de la 
investigación en ecología fúngica (Bellemain et al., 2010) y ha brindado nuevos 
conocimientos sobre la diversidad y la ecología de diferentes grupos de hongos 
(Anderson & Cairney, 2004; Chase & Fay, 2009; Horton & Bruns, 2001; Seifert, 2009). 
Hoy en día con la facilidad en el acceso a tecnologías de secuenciación, se estima que 
24 Título de la tesis o trabajo de investigación 
 
las entradas en bases de datos sean de cientos miles más (Nilsson et al., 2009), 
proporcionando un gran material de referencia para la identificación de taxones de 
hongos (Bellemain et al., 2010). Dada la importancia de la región ITS, el consorcio 
International Fungal Barcoding recomendó formalmente el empleo de la región ITS del 
grupo de genes de ARN ribosomal como el principal código de barras para hongos 
(Conrad L. Schoch, Keith A. Seifert, Sabine Huhndorf, Vincent Robert, John L. Spouge, 
C. André Levesque, Wen Chen, 2012). 
 
Figura 5-7: Oligonucleótidos de uso común para amplificar partes o la totalidad de la 
región ITS. a) Posición relativa de los oligonucleótidos, diseño de los subconjuntos y 
número de secuencias en cada subconjunto. b) Secuencias de los oligonucleótidos, 
referencias y posición de la secuencia de oligonucleótidos de acuerdo con una secuencia 
de referencia de Serpula himantioides (AM946630) que se extiende a toda la repetición 
del ADNrn.  
 
 
Fuente: Bellemain et al., 2010. 
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5.4 Nanotecnología, nanopartículas y sus aplicaciones 
en la agricultura 
La nanotecnología (NT) está enfocada en la caracterización, fabricación y manipulación 
de estructuras biológicas y no biológicas que se encuentran en escalas nanométricas              
(1nm = 10-9 m) (Vidal Correa, 2016). Posiblemente, la más grande ventaja de la NT es su 
variabilidad, lo que significa que puede estar a la disposición de múltiples aplicaciones en 
disciplinas que van desde las ciencias básicas hasta las aplicadas (Jaimes et al., 2017). 
Entre sus campos de aplicación se incluyen la medicina, acuicultura, farmacéutica, medio 
ambiente y cosmética, entre otros. Concretamente en la agricultura, proporciona 
herramientas para producir agroproductos como nanofertilizantes, nanoherbicidas, 
nanofungicidas, que permitirán un control rápido de enfermedades fitopatógenas y el 
mejoramiento en la capacidad de las plantas para absorber el agua y los nutrientes (Khot 
et al., 2012). Las NPs de óxidos metálicos, específicamente las nanopartículas de ZnO 
(ZnO-NPs) consideradas en este trabajo, han generado un gran interés científico y 
tecnológico debido a su ubicación en la escala nanométrica, las diversas morfologías que 
pueden tener y a su alta superficie específica (Guozhong, 2004; Klabunde & Richards, 
2009); estas características otorgan a las ZnO-NPs una alta reactividad química y 
capacidad de adsorción y carga de la superficie (Kumar, R. ; Sharon, M. ; Choudhary, 
2010), factores que les permiten convertirse en excelentes agentes antimicrobianos de 
amplio espectro contra bacterias y hongos (Khot et al., 2012), causando una toxicidad 
significativa (Fiévet & Brayner, 2013; Nel et al., 2009). Este comportamiento ha llevado a 
considerar su uso en el control de hongos fitopatógenos (Prasad et al., 2014) como 
nanofungicidas (Abd-Elsalam & Alghuthaymi, 2015), denominación que se utiliza para 
describir cualquier formulación fungicida que intencionalmente incluya entidades en el 
rango nanométrico (< 100 nm) (Abd-Elsalam & Alghuthaymi, 2015). 
 
Aunque se ha avanzado en la comprensión de los efectos toxicológicos y ambientales, 
tanto directos como indirectos, que se generan por la interacción con las NPs, este tema 
no se ha explorado completamente. Los principios generales deben extraerse de 
estudios de caso (de ejemplos relevantes y ambientales) para determinar el 






Debido a que la producción de café es una fuente dinamizadora y un generador 
estratégico de riqueza del país, es indispensable buscar alternativas para el control de 
las enfermedades que provocan la pérdida de gran parte de la producción cafetera. Por 
lo tanto, es importante reseñar que los estudios que se han realizado sobre la capacidad 
antifúngica de las ZnO-NPs,  han llevado a considerar su uso como un método alternativo 
respetuoso del medio ambiente, que ayudaría a reducir el efecto adverso provocado por 
enfermedades fitopatógenas no solo en el cafeto, sino en otros cultivos de importancia 
económica, disminuyendo los efectos secundarios que traen consigo el uso de los 
fungicidas; sin embargo, cabe mencionar que en la revisión bibliográfica realizada hasta 
el momento, no se han reportado estudios sobre la capacidad antifúngica específica 
sobre el hongo O. flavida. 
 
Es de gran interés el uso de nanoparticulas en el control de microorganismos. En el 
2010, (Emamifar et al., 2010) comprobaron que los empaques utilizados para jugo de 
naranja que poseían una películas de LDPE (Low Density Polyethylene) con Ag-NPs y 
ZnO-NPs, mantenían una actividad microbiana por debajo del límite de la vida útil (6 log 
ufc/mL). Otro estudio realizado por (Nair, R. ; Varghese, S.H. ; Nair, B.G. ; Maekawa, T. 
Yoshida, Y. Kumar, 2010), mostró que el uso de diversas NPs en medicina, en 
condiciones in vitro, generó cierto interés en la nanotecnología agrícola, considerando la 
liberación controlada de agroquímicos y el suministro de varias macromolécuas para 
mejorar la resistencia de las enfermedades en las plantas. Además, la 
nanoencapsulación de materiales biodegradables, mostró el beneficio de un uso más 
eficiente y un manejo más seguro de los pesticidas con menos exposición al medio 
ambiente, garantizando ecoprotección.  
 
En el 2011 (He et al., 2011) comprobaron el efecto antifúngico de las ZnO-NPs en dos 
hongos patógenos postcosecha: Botrytis cinerea y Penicillium expansum. Los resultados 
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mostraron que a concentraciones superiores de 3 mmol.L-1 es posible inhibir 
significativamente el crecimiento de estos patógenos. Hacia el 2015, Sharma y Chose 
evaluaron la actividad antifúngica de las (ZnO-NPs) contra Candida albicans mediante las 
pruebas de susceptibilidad microbiana. Los resultados indicaron que el aumento en la 
concentración de ZnO-NPs, incrementa la inhibición del patógeno C. albicans (R. K. 
Sharma & Ghose, 2015).  
Más recientemente, Sardalla y colaboradores estudiaron la eficacia de las ZnO-NPs 
sobre Penicillium expansum , Alternaria alternata , Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer. 
Los resultados mostraron que todos los hongos fueron inhibidos por las ZnO-NPs en 
concentraciones superiores a 6 mM. Las imágenes observadas en Microscopía 
Electrónica de Barrido (MEB) indicaron aberraciones morfológicas claras en las 
estructuras fúngicas de todos los aislamientos cultivados en presencia de ZnO. Estos 
estudios soportan la actividad antifúngica de las NPs de ZnO considerándolas por lo 
tanto, como buenas candidatas para el control de los agentes causales de enfermedades 






7. Materiales y métodos                                                                                                                
El proyecto se desarrolló en el laboratorio de Biología Molecular de la Universidad 
Nacional de Colombia - sede Palmira (Carrera 32 No 12 - 00 Chapinero, Vía Candelaria, 
Palmira - Valle del Cauca, Colombia; coordenadas 3°30′42″N 76°18′28″O) y en la Unidad 
de Microscopía Electrónica de la Universidad del Cauca (Calle 2 No 1ª – 25; 2°26’93’’N 
76°36’40’’O); comprendió las siguientes etapas: colecta del material vegetal en campo y 
aislamiento del hongo, caracterización morfológica y molecular in vitro de los 
aislamientos, determinación de los aislamientos más patogénicos, evaluación de la 
capacidad antifúngica de ZnO-NPs considerando los aislamientos más patogénicos y 
análisis estadístico.  
7.1 Colecta del material vegetal en campo y aislamiento 
del hongo 
7.1.1 Ubicación y descripción general de las zonas de muestreo 
Las zonas de muestreo fueron previamente seleccionadas de acuerdo a su ubicación 
estratégica en el Departamento del Cauca, considerando que este cuenta con 
características agroecológicas y fisiográficas distintas, se buscó tener representantes de 
todos los pisos térmicos al momento de muestrear los cultivos de café con el fin de tener 
una representación del hongo de las diferentes zonas cafeteras del departamento del 
Cauca. Los municipios cafeteros elegidos fueron: El Tambo, Bolívar, La Sierra y Caloto. 
Inicialmente se realizó una reunión con el director del Comité de Cafeteros seccional 
Cauca, que permitiera contactar a los extensionistas de cada municipio; por este medio 
fue posible la comunicación con los propietarios de las fincas, para hacer la colecta del 
material vegetal. 
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Figura 7-1: Ubicación geográfica de las zonas de estudio. 
 
7.1.2 Colecta de las hojas con síntomas de la enfermedad 
En cada uno de los sitos de muestreo se ubicaron los focos de infección más importantes 
de las plantas de café de la variedad Castillo® El Tambo, para colectar la mayor cantidad 
de hojas con síntomas de la enfermedad. La muestra se tomó en el tercio inferior de la 
planta y en lo posible se seleccionaron hojas con lesiones jóvenes, para proveer la 
germinación del hongo durante la etapa de laboratorio. Al momento de la colecta en 
campo, las muestras se envolvieron en papel humedecido, se rotularon, se identificó el 
material por sitio de muestreo y se transportaron en bolsas ziploc en una nevera portátil, 
para mantener las condiciones de humedad y baja temperatura, evitando así el deterioro 
de los tejidos; posteriormente estas muestras se llevaron a la Unidad de Microscopía 
Electrónica de la Universidad del Cauca, donde se procedió a realizar el aislamiento. 
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La identificación por sitio de muestreo incluyó el registro del nombre de la finca, y datos 
geográficos (altura y coordenadas).  
 
7.1.3 Obtención de los aislamientos del hongo 
Se tomaron hojas con presencia de síntomas (lesiones) y signos (gemas) característicos 
de O. flavida, se lavaron con suficiente agua destilada para eliminar la suciedad 
procedente del campo; se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% (v/v), transcurrido 
un minuto se volvieron a enjuagar con agua destilada, para finalmente desinfectarse con 
alcohol al 70% por treinta segundos y enjuagarse nuevamente. En este último paso se 
utilizó agua destilada estéril. A continuación se colocaron en una cámara húmeda; para 
ello, se empleó una caja plástica con una toalla estéril humedecida, tapada de tal manera 
que se aseguró una humedad relativa alta para estimular una nueva germinación de las 
gemas infectivas del hongo (González, 2000).  
 
Una vez producidas las gemas en las cámaras húmedas, estás fueron llevadas a la 
cámara de flujo laminar; con la ayuda de una pinza fina y estéril, se inoculó una gema por 
cada caja de Petri estéril (cultivo monospórico) que previamente contenía 20 mL medio 
de cultivo apropiado para su crecimiento, papa dextrosa agar (PDA por sus siglas en 
inglés) + cloranfenicol (antibiótico empleado para evitar contaminaciones por otros 
hongos o bacterias). Posteriormente, las cajas de Petri fueron llevadas a una incubadora 
a 25°C, sin luz para estimular el crecimiento micelial del hongo. Pasadas las 72 horas de 
inoculación, se realizaron observaciones macro y microscópicas, para evidenciar la 
purificación paulatina del hongo hasta que se lograron obtener aislamientos 
monospóricos (González, 2000). Una vez se produjo el crecimiento micelial, los 
aislamientos fueron expuestos a la luz natural para estimular la aparición de estructuras 
reproductivas.  
7.2 Análisis morfológico 
Con el fin de hacer un análisis morfológico de los aislamientos de O. flavida y para 
evidenciar o descartar posibles morfotipos de esta especie, se caracterizaron 
aislamientos monospóricos recuperados del material vegetal (hojas de café), se realizó 
previamente con una multiplicación de los mismos, que permitiera contar con buena 
32 Título de la tesis o trabajo de investigación 
 
cantidad del material biológico para iniciar la caracterización macro y microscópica. 
Buscando obtener homogeneidad y reproducibilidad en la siembra, se utilizó una cepa de 
15 días de crecimiento, de la cual se obtuvieron muestras empleando un sacabocados de 
15 mm de diámetro. Enseguida, con la ayuda de una asa fina y estéril, se procedió a 
inocular el micelio en el centro de cada caja de Petri, el experimento se realizó utilizando 
4 réplicas por cada aislamiento del patógeno.    
7.2.1 Caracterización macroscópica  
 Coloración, forma y textura del micelio 
El color, la forma y la textura del micelio de cada aislamiento se evaluaron visualmente, 9 
días después de la inoculación (9 ddi), tiempo en el cual habían alcanzado su madurez. 
Estas características cualitativas, fueron descritas tomando los criterios referenciados en 
la guía para caracterización morfológica (Duarte, 2012). 
 Determinación del índice de velocidad del crecimiento micelial (IVCM)  
La velocidad de crecimiento fue evaluada, midiendo el diámetro de cada colonia de los 
aislamientos del patógeno a partir del tercer día de inoculación; y de ahí en adelante, 
cada 3 días, hasta completar el área total de la caja (aproximadamente entre 12 y 18 días 
de edad), para calcular el diámetro de crecimiento promedio por día. Para esta actividad, 
se realizó periódicamente (cada 3 días) un registro fotográfico de los cultivos; estos 
registros se llevaron al sistema de análisis de imágenes “Image J” (Rasband, 2011a) para 
realizar las mediciones respectivas. El IVCM fue calculado utilizando la fórmula empleada 







D= diámetro medio actual (mm) 
Da= diámetro medio del día anterior (mm) 
N= Número total de días después de la inoculación (ddi) 
 Determinación del porcentaje de gemas definidas en el medio de cultivo 
Se midió el área total de crecimiento de los aislamientos del patógeno y el área con 
presencia de gemas a los 6, 9, 12, 15 y 18 días de edad. Con estos datos, se calculó el 
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porcentaje de área ocupado por las estructuras reproductivas en cada fecha de 
evaluación. El cálculo de las áreas se realizó mediante el programa “Image J” (Rasband, 
2011b). 
7.2.2 Caracterización microscópica 
Para el montaje de las muestras se empleó la técnica de cinta adhesiva, que permitió 
observar de manera rápida y sin alteración las estructuras vegetativas (hifas) (Koneman, 
2001); y fijación en lámina portaobjetos, sobre la cual se depositó previamente una gota 
de agua destilada y se resguardó con un cubreobjetos para la observación de las 
estructuras reproductivas (gemas), la lámina fue sellada con esmalte para garantizar su 
conservación, las observaciones se realizaron mediante Microscopía Óptica de Alta 
Resolución (MOAR) y de Fluorescencia con filtro verde. Las imágenes se registraron 
empleando un microscopio Nikon- eclipse 80i, acoplado a una cámara (Nikon Digital 
Sight DS-2Mv) y se fotografiaron haciendo uso del programa para captura de imágenes 
Nis Elements de la Universidad del Cauca.  
 
 Observación de estructuras vegetativas (hifas) y reproductivas (gemas). 
Empleando el montaje anteriormente mencionado se realizaron observaciones en un 
periodo de 12 y 20 ddi para las hifas y gemas respectivamente. 
 
 Diámetro de la cabezuela, longitud del pedicelo y longitud total de la 
gema.  
Se midió el Diámetro de la cabezuela-longitud del pedicelo-longitud total de la gema. 
Para esta prueba se tomó el promedio de 4 lecturas de 20 gemas. Cada lectura fue 
considerada como una repetición para el análisis. Las mediciones se realizaron 
empleando el sistema de imágenes “Image J” respectivamente (Rasband, 2011b).  
7.3 Caracterización molecular de la región ITS 
7.3.1 Preparación de los aislamientos para la extracción de ADN 
Dieciséis aislamientos, provenientes de cultivos monospóricos de 15 días de crecimiento 
fueron trasladados al laboratorio de Biología Molecular de la Universidad Nacional de 
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Colombia – Sede Palmira donde se realizó la extracción de ADN de cada una de las 
cepas del patógeno (16 en total).  
7.3.2 Extracción y purificación de ADN 
El ADN fue extraído, empleando el kit de extracción ISOLATE II Plant DNA y siguiendo 
las instrucciones del fabricante: aproximadamente 150 mg de micelio por aislamiento fue 
cristalizado con nitrógeno líquido y macerádose por 1 minuto hasta deshacer 
completamente el tejido. Enseguida, cada micelio pulverizado se dispuso en un tubo 
eppendorf de 1.5 mL con 100 µl de buffer de extracción PA1 (tampón de lisis) y 10 µl de 
RNasa se homogeneizó con vortex, y se incubó en baño maría a 65°C por 10 min. 
 
Después, se adicionaron 100 µl de cloroformo, se agitó en vortex por 10 segundos y se 
centrifugó a 13.000 rpm por 15 minutos. La fase acuosa fue recuperada y transferida a 
una columna ensamblada a un tubo colector y se centrifugó a 13.000 rpm por 2 minutos. 
La fase acuosa se recuperó nuevamente y se transfirió a un tubo eppendorf estéril con 
450 µl de la solución buffer PB (tampón de unión), enseguida se aplicó vortex por 10 
segundos, luego 700 µl de cada muestra se transfirió a una nueva columna y se 
centrifugó a 13.000 rpm por 1 minuto, descartando el líquido que quedó en el tubo 
colector, enseguida se agregó a la columna 400 µl de la solución buffer PAW1 (tampón 
de lavado) y se centrifugó a 13.000 rpm por 1 minuto descartando nuevamente el 
contenido del tubo colector. El remanente del tampón buffer PAW1 fue eliminado de la 
membrana centrifugando la columna a 13.000 rpm por 1 minuto adicional, posteriormente 
se agregaron 700 µl de la solución buffer PAW2 (tampón de lavado concentrado), se 
centrifugó a 13.000 rpm por 1 minuto, y se descartó el sobrenadante. Luego se 
agregaron 200 µl de PAW2, se centrifugó hasta dejar secar la membrana a 13.000 rpm 
por 10 minutos. Posteriormente, se pasó la columna a un tubo eppendorf estéril y se 
agregaron 50 µl de buffer PG (tampón de elución) precalentando a 65 °C por 5 minutos. 
Finalmente, se adicionaron 30 µl de PG y se centrifugó a 13.000 rpm por 1 minuto para 
recuperar el ADN de la columna.  
7.3.3 Determinación de la calidad y almacenamiento del ADN 
La calidad del ADN se evaluó por electroforesis en gel de agarosa (0.8 %) con tinción de 
revelado GelRed (Biotium) y revelado en transiluminador UV. La concentración de ADN 
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se midió por espectrofotómetro colibrí (Lab Tech) teniendo en cuenta que una solución 
de DNA de 50 µg/mL debe tener una absorbancia A260 igual a 1.0. Las muestras que 
presentaron una alta pureza, concentración suficiente y baja degradación, se 
determinaron simultáneamente con la proporción de absorbancias (260:280 y 260:230 
nm) que indicó una calidad apropiada. Enseguida las muestras de ADN se conservaron 
en tubos eppendorf a -20 °C para adelantar los análisis posteriores.  
7.3.4 Amplificación por PCR y secuenciación 
Un segmento parcial de la región ITS fue amplificado por PCR para los 16 aislamientos, 
utilizando los oligonucleótidos universales para hongos de (White, T. J., Bruns, T., Lee, S. 
J. W. T., & Taylor, 1990) ITS1 (forward 5´- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´) y ITS4 
(reverse 5´- TCCTCCGCTTATTGATATGC  -3´) y empleando un volumen final de 50 µl 
por reacción (Tabla 7-1 y 7-2). 
 
La amplificación de los productos fue corroborada por electroforesis en geles de agarosa 
al 1.8 % con tinción de GelRed (Biotium), revelado en transiluminador UV y el tamaño de 
los amplificadores fue determinado por comparación con un marcador de peso molecular 
de 50 pb, con rango de 50 – 1000 pb, (GeneRulerTM Thermo Scientific). 
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ADN nuclear 20 – 30 ng/ul 0,6 ng/ul 1μL 
Buffer PCR 10 x 1x 5 μL 
dNTPs 5mM 0.2mM 2 μL 
ITS 1 10mM 0.2mM 1 μL 
ITS 4 10mM 0.2mM 1 μL 
Trehalosa 10% (p/v) 0.4% 2 μL 
Albumina de suero 
bovino (BSA) 
(0.05g/mL) 5x 0.1% 1 μL 
Taq polimerasa 5U/μL 0.025U/μL 0.25 μL 
Agua milli – Q --- --- 36,75 μL 
Volumen total x reacción 50 μL 
  
Tabla 7-2: Perfil térmico empleado en la PCR 
Etapa Temperatura Tiempo N° de Ciclos 
Iniciación 95°C 5 minutos 1 
Desnaturalización 94°C 1 minuto 
35 Alineamiento 55°C 1 minuto 
Elongación 72°C 1 minuto 
Elongación final 72°C 10 minutos 1 
 
Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados en ambas direcciones (forward 
y reverse) con el método Sanger (Instituto de Biotecnología, Bionner LTDA) empleando 
los oligonucleótidos utilizados en la amplificación por PCR para obtener información 
concisa sobre la composición nucleotídica de cada organismo.   
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7.3.5 Secuenciación y edición 
Los archivos fueron editados manualmente utilizando el software Geneious v7.0 (Kearse 
et al., 2012), para generar secuencias consenso, a partir de las lecturas proporcionadas 
por las dos hebras de ADN y eliminar los segmentos correspondientes a los 
oligonucleótidos utilizados. Las secuencias consenso que presentaron la calidad 
adecuada (HQ%; 90%) fueron almacenadas en formato FASTA. 
7.3.6 Análisis de la región ITS en los aislamientos 
 Identificación taxonómica con BLASTn 
Las secuencias de los aislamientos fueron comparadas con reportes previos en la base 
de datos GenBank del NCBI, utilizando la herramienta BLASTn, ajustando la búsqueda 
para identificar secuencias con alta similaridad (megablast). Los resultados fueron 
tabulados y la identificación taxonómica tuvo en cuenta un porcentaje de identidad 
superior al 97%. 
 Estimación de variabilidad genética  
Las secuencias restantes fueron alineadas usando el software MEGA v7.0 (S. Kumar et 
al., 2016), con el algoritmo Muscle W v2.0 (Larkin et al., 2007), para conseguir una matriz 
con las posiciones nucleotìdicas homólogas agrupadas en columnas y descartar los 
segmentos de alineamiento dudoso y los extremos que no estaban representados en 
todas las secuencias. El alineamiento múltiple fue empleado para identificar el número 
total de posiciones nucleotìdicas, detectar los haplotipos, sitios segregantes y calcular la 
diversidad haplotìpica (H) y la diversidad nucleotídica (Dn). Las estimaciones fueron 
realizadas con el programa DnaSP v 5.0 (Librado & Rozas, 2009). 
 Reconstrucción filogenética  
Las bases de datos Taxonomy y Nucleotide (NCBI) fueron utilizadas para identificar y  
obtener secuencias de la región ITS (ITS1, 5.8s, ITS2) de las especies representativas 
del género Mycena, estas se almacenaron en formato FASTA y se alinearon con las 
secuencias obtenidas en este estudio con el algoritmo Muscle (Edgar, 2004). La 
reconstrucción filogenética se realizó en el programa MEGA v 7.0 (S. Kumar et al., 2016) 
usando el método Neighbor-joining con el modelo de sustitución de máxima probabilidad 
de verosimilitud (Maximum likelihood estimation, MLE) para calcular las distancias 
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genéticas. La confianza de las ramas fue establecida a través del método de remuestreo 
con reemplazo (Bootstrap) con 1000 réplicas. 
7.4 Determinación de la patogenicidad en hojas jóvenes 
de café de la variedad Castillo® El Tambo. 
Para esta etapa se realizó un bioensayo de inoculación en cámaras húmedas empleando 
aislamientos que mostraron producción de gemas en condiciones in vitro. En esta prueba 
se utilizaron hojas jóvenes (sanas) de plantas de café de la variedad Castillo® El Tambo 
de 2 años de edad, que se colectaron bajo condiciones de campo y fueron llevadas a la 
Unidad de Microscopía Electrónica. El proceso de desinfección del material vegetal se 
realizó como se mencionó en el ítem 3.1.3. En seguida se seleccionaron hojas de 
desarrollo intermedio que fueran lo más planas posible, para procurar el mantenimiento 
de las gemas en el haz de la hoja; en cada una se procedió a delimitar con marcador 
indeleble los puntos de inoculación (cuatro por hoja), colocándose una gema (cabeza) 
por cada punto cerca de la vena central de la hoja, con ayuda de una pinza y una lupa. El 
ensayo se realizó empleando cinco hojas (número de repeticiones) por cada aislamiento 
del patògeno más un control (hojas sin inoculación de gemas). Las hojas fueron 
dispuestas en cámaras húmedas distintas, de manera que no fuese posible la 
contaminación cruzada entre aislamientos. Las cámaras húmedas se revisaron cada día 
para garantizar saturación de humedad y mojadura foliar empleando agua destilada 
estéril.  
 
Las observaciones de los tratamientos se iniciaron a las 72 horas después de la 
inoculación y en adelante cada 3 días se registró la capacidad de infección de los 
aislamientos para enfermar las hojas, actividad que se llevó aproximadamente 18 días. 
 
Se calculó el tiempo comprendido desde la inoculación hasta la aparición de síntomas 
visibles (periodo de incubación - PIN), el tiempo de crecimiento del patógeno hasta la 
formación de estructuras reproductivas (periodo de latencia – PDL), la cantidad promedio 
de gemas totales por lesión (CGL), el porcentaje de infección de cada aislamiento (PDI) y 
el diámetro promedio de las lesiónes (DLF). 
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Se calculó el índice de patogenicidad (IP) de cada aislamiento, tomando como referente 
el índice de agresividad compuesto (IAC) utilizado por (Pliakhnevich & Ivaniuk, 2008), de 
acuerdo a la fórmula: 
 
𝐼𝑃 =





IP: Índice de patogenicidad 
PDI: Porcentaje de infección % (incidencia) de aislamientos 
DLF: Diámetro de lesión (promedio del diámetro máximo alcanzado) 
CGL: Gemación (promedio del número de gemas/lesión) 
PIN: Período de incubación 
PDL: Período de latencia. 
 
Finalmente se compararon los aislamientos por medio de la determinación de 3 niveles 
de patogenicidad (bajo, medio y alto), tomando como rango los valores mínimos y 
máximos de IP. Esta actividad se realizó con la intención de observar cuales aislamientos 
se ubicaron en un nivel alto de patogenicidad, para evaluar específicamente con ellos el 
efecto antifùngico de las ZnO-NPs. 
7.5 Estudio empleado para evaluar el efecto antifùngico 
de las ZnO-NPs sobre cultivos monospóricos de 
aislamientos de O. flavida 
El desarrollo metodológico se realizó en tres fases: la primera involucró la parte de 
síntesis de ZnO-NPs; en la segunda fase se consideró lo de su caracterización, usando 
técnicas convencionales que permitieron conocer sus características fisicoquímicas; y, en 
la tercera, se realizó la evaluación de la actividad antifúngica, específicamente sobre los 
aislamientos que presentaron un alto nivel de patogenicidad. 
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7.5.1 Síntesis de ZnO-NPs. 
Para obtener nanopartículas de ZnO se disolvió una cantidad adecuada de acetato de 
cinc en etilenglicol (C2H6O2) para obtener una concentración 0.3 M. La mezcla se agitó 
durante 20 minutos hasta que la solución se tornó completamente transparente 
garantizando la homogeneidad de la mezcla. La solución resultante se aciduló con ácido 
nítrico (HNO3) al 65%, hasta alcanzar un pH de 4 y a esta mezcla se le adicionó hidróxido 
de amonio (NH4OH) a una velocidad de 1 mL/min, haciendo uso del dosimat Metrohm 
775 (Fig 1(a)), manteniendo la mezcla en continua agitación (400 rpm) hasta alcanzar un 
pH de 8. A continuación se agregaron 50 mL de agua destilada al sistema para promover 
reacciones de hidrólisis en el mismo. Se adicionó nuevamente el agente precipitante 
(NH4OH) a la solución hasta alcanzar un pH de 9.5. La suspensión obtenida se sometió a 
un proceso de secado sobre una plancha de calentamiento durante 6 horas a 150°C, 
para eliminar la fase líquida (Fig 1(b)). El producto resultante, de naturaleza viscosa, se 
sometió a un tratamiento térmico a 300 °C obteniéndose un sólido de color café (material 
precalcinado). Este sólido se maceró en un mortero de ágata hasta obtener un polvo muy 
fino (Fig 1(c)), material que se sometió a un tratamiento térmico a 600°C, durante 4 horas 
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Figura 7-2: Etapas del proceso de síntesis de las ZnO-NPs: (a) Adición del NH4OH al 
sistema etilenglicol-acetato de cinc-agua; (b) eliminación del solvente (a 150 °C); (c) 
muestra de material precalcinado (a 300 °C), después de macerado, y (d) polvo de ZnO 
obtenido a 600 °C.  
  
7.5.2 Caracterización de las muestras de ZnO-NPs sintetizadas 
Una vez obtenida la muestra, a través del proceso de síntesis descrito anteriormente, 
esta fue caracterizada empleando técnicas convencionales que normalmente se usan 
para tal fin (Marly. et al., 2012): 
 
 
 Espectroscopía infrarroja (IR) 
La técnica de espectroscopia IR se utilizó para determinar los diferentes grupos 
funcionales presentes en las muestras de interés. La muestra a analizar se obtuvo 
mezclando KBr seco con el sólido sintetizado, en una concentración de 
aproximadamente el 10% de éste. El barrido se realizó entre 4000 cm-1 y 400 cm-1, 
utilizando para ello el espectrofotómetro (Termo Nicolet IR 200).  
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 Espectroscopía ultravioleta visible de absorción (UV-Vis) 
Esta técnica permitió determinar las posibles transiciones electrónicas que pueden ocurrir 
en el sólido de interés, utilizando para ello el equipó Thermo Spectronic Genesys. Las 
muestras sintetizadas se dispersaron en agua destilada, en concentraciones de 0,1 y 0,2 
g/mL, y la suspensión se depositó en celdas de cuarzo de 1 cm de alto que se ubicaron 
en la cámara del equipo para analizarla. El barrido se realizó entre los 190 y 750 cm-1. 
 
 Difracción de Rayos X 
La difracción de rayos es una técnica fundamental para la caracterización de sólidos y en 
particular, para la identificación de fases cristalinas. En principio, los cristales de un 
sólido, con un conjunto de planos atómicos en cierta orientación, tienen la propiedad de 
difractar los rayos X en un ángulo determinado de acuerdo con la distancia entre los 
planos (Jenkis y Snynder, 1996). Está técnica permitió determinar las fases cristalinas 
presentes en las muestras sólidas. Para ello se obtuvieron los patrones de difracción de 
rayos X de las muestras de interés, en polvo, los cuales se registraron utilizando un 
difractómetro (BRUKER modelo D8 ADVANCE), usando la radiación K del Cu ( = 
1.542 Å) en el rango de 10 a 70 en 2θ. 
 
 Microscopía Electrónica 
Esta técnica se utilizó, principalmente, para determinar el tamaño y la morfología de las 
partículas, así como su estado de aglomeración, para conocer el efecto de la 
metodología de síntesis sobre las características del producto final. Para obtener las 
micrografías con Microscopía Electrónica de Transmisión (MET), el sólido sintetizado se 
suspendió en 1 mL de etanol y esta suspensión se colocó en un baño ultrasónico, por 
una hora. Posteriormente, con una pipeta Pasteur, se tomó una pequeña cantidad de ella 
y se depositó sobre una rejilla de níquel previamente recubierta con una membrana 
formvar. La rejilla se colocó en el portamuestra del microscopio electrónico (Jeol modelo 
JEM 1011) de la Universidad Nacional de Colombia – sede Palmira y se procedió a 
observar la muestra. Por otro lado, para obtener las micrografías con el Microscopio 
Electrónico de Barrido (MEB) y los espectros de dispersión de energía de rayos X (EDS) 
se utilizó el equipo (FE-SEM, Jeol JSM 7100F) del Instituto Tecnológico Metropolitano de 
Medellín, equipado con detector EDS marca Oxford. Para ello se utilizó una cinta con 
doble faz de carbono sobre la cual se dispersó el sólido a analizar. Esta disposición de la 
muestra se colocó en el portamuestra del equipo y se procedió con su análisis.  
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7.5.3 Metodología empleada para determinar la acción de las 
ZnO-NPs sobre los aislamientos de O. flavida  
Para determinar el efecto de las ZnO-NPs sobre los aislamientos de interés, se 
prepararon medios de cultivo sólidos para realizar los ensayos respectivos. Para ello se 
establecieron dos sistemas de control y 3 tratamientos: (1) Control del crecimiento (medio 
de cultivo sin ningún tipo de tratamiento); (2) Control comercial (medio de cultivo + 
Ciproconazol (1mL/L (1000ppm)); (3) Medio de cultivo + ZnO-NPs (12 mmol. L-1 (976 
ppm)); (4) Medio de cultivo + ZnO-NPs (9 mmol. L-1 (732,69 ppm)); (5) Medio de cultivo + 
ZnO-NPs (6 mmol. L-1(488,46 ppm)). Para conformar el control comercial, se utilizó 
Ciproconazol como compuesto activo contenido en el producto comercial denominado 
Alto100®, fungicida sugerido por técnicos que trabajan en este campo.  
 
Los tratamientos fueron incorporados al medio de cultivo y antes de servirse en las cajas 
de Petri, se sometieron a un tratamiento en ultrasonido para garantizar una buena 
dispersión de los mismos en el medio de cultivo.  
 
Para obtener homogeneidad y reproducibilidad en la siembra, se utilizó un hongo de 
aproximadamente 15 días de edad para garantizar la existencia de estructuras de 
crecimiento, empleando para ello un sacabocados de 1.5 cm de diámetro. 
Posteriormente, se inoculó el disco del micelio en el centro de cada caja de Petri que 
contenía el medio de cultivo con los tratamientos. Para garantizar la confiabilidad del 
experimento, éste se realizó empleando 4 repeticiones. 
 
A partir del tercer día, después de la siembra y repitiéndose periódicamente hasta que el 
control del crecimiento cubrió completamente la caja de Petri, se tomó el registro 
fotográfico de los cultivos. Estos registros se llevaron al sistema de análisis de imágenes 
“Image J” para realizar la medición del diámetro de crecimiento micelial para el caso de 
los controles referentes y para los tratamientos con ZnO-NPs se consideró la medición 
del halo transparente que se formó alrededor de la colonia, con esta información se 
determinó la acción de los tratamientos en el tiempo. 
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7.6 Análisis estadístico 
Para la caracterización de la variación morfológica, se determinó el índice de velocidad 
de crecimiento micelial (IVCM), el porcentaje de gemas en el medio de cultivo, el 
diámetro de cabeza, la longitud de pedicelo y la longitud total de la gema, utilizando 
dieciséis aislamientos para la primera variable, siete para las siguientes y cinco (5) 
gemas por cada caja de Petri para realizar las mediciones. Para el análisis de las 
variables mencionadas, inicialmente se determinó su comportamiento por medio de 
estadística descriptiva (medidas de tendencia central y dispersión). Enseguida se 
evaluaron las posibles diferencias de las variables entre los municipios, empleando 
modelos lineales (ANOVA paramétrico); cuando se encontró que existía un efecto 
significativo de la variable categórica (municipio) sobre la variable dependiente, se realizó 
una comparación por pares de Bonferroni. Los supuestos de normalidad y homogeneidad 
de varianzas fueron evaluados por medio de la evaluación de los residuos del modelo 
lineal, por medio de los gráficos Q-Q y residuos vs predichos. 
 
Para determinar la patogenicidad, se emplearon siete (7) aislamientos. Por cada 
aislamiento se realizaron cinco (5) repeticiones (hojas) y para cada repetición se tuvieron 
en cuenta cuatro (4) puntos de inoculación. Para el análisis de las variables indicadas, se 
determinó su comportamiento por medio de estadística descriptiva (medidas de 
tendencia central y dispersión). 
 
Para la evaluación del efecto antifùngico por acción de las ZnO-NPs, se usaron tanto los 
datos de diámetro (medido en mm) de crecimiento micelial y del halo, que se registraron 
cada 3 días aproximadamente, hasta completar dieciocho días. En este análisis se 
determinó si las diferencias observadas en dicho parámetro eran estadísticamente 
significativas, evaluando su comportamiento por medio de estadística descriptiva 
(medidas de tendencia central y dispersión). Enseguida se determinaron las posibles 
diferencias del diámetro de crecimiento, empleando un modelo lineal (ANOVA 
paramétrico); cuando se encontró que existe un efecto significativo, se realizó una 
comparación por pares de Bonferroni. Los supuestos de normalidad y homogeneidad de 
varianzas fueron evaluados por medio de la evaluación de los residuos del modelo lineal 
por medio de los gráficos Q-Q y residuos vs predichos. Se compararon 3 
concentraciones de ZnO-NPs y 2 controles referentes: (1) control del crecimiento            
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(medio de cultivo sin ningún tratamiento), y (2) control comercial (fungicida referente). 
Finalmente, todos los ensayos se realizaron con cuatro réplicas, empleando como unidad 
experimental cada caja de Petri y el valor de significancia de p ≤ 0,05; Finalmente todos 





8. Resultados y discusión 
8.1 Obtención de aislamientos de O. flavida.  
De la colecta de las muestras en campo de la variedad Castillo® El Tambo se obtuvieron 
16 aislamientos monospóricos, provenientes de igual número de localidades, ubicadas 
entre los 1226 m y 2173 m de altitud, que corresponden a cuatro municipios del 
Departamento del Cauca.   
En la Tabla 8-1 se detalla el lugar de origen de cada uno de los aislamientos utilizados en 
la investigación. 
 
Tabla 8-1: Procedencia de los dieciséis aislamientos de O. flavida, utilizados para el 










La Holanda 1767 2°26'58.50'' 76°48'59.53'' 
Of2 Los Naranjos 1743 2°27'.07.83'' 76°49'01.76'' 
Of3 
Cuatro esquinas 
Los Naranjos 1269 2° 18'59.96'' 76° 49'00.84'' 




La Florida 2173 1°45'50.73'' 76°57'02.67'' 
Of6 Hernández 2147 1°45'51.85'' 76°57'01.54'' 
Of7 
El Pepinal 
Los Naranjos 1754 1°49'10.20'' 76°57'07.11'' 




Las Veraneras 1650 2° 13'05.18'' 76° 44'19.43'' 
Of10 El Aguacate 1649 2° 13'02.39'' 76° 44'21.06'' 
Of11 
La Cuchilla 
Los Naranjos 1787 2° 11'40.97'' 76° 45'14.61'' 




Mata de Guadua 1931 2°59'34.33'' 76°22'.04.48'' 
Of14 El Crucero 1932 2°59'34.40'' 76°22'01.10'' 
Of15 
El Palo 
Los Mangos 1803 2°59'48.43'' 76°22'10.01'' 
Of16 El Palo 1269 3° 03'49.79'' 76° 20'56.63'' 
 
Es importante mencionar que, al realizar la actividad de aislamiento, en las cámaras 
húmedas, se obtuvieron las dos fases de reproducción del hongo (anamorfa y 
teleomorfa), como se observa en la Figura 8-1. Estos resultados corroboran lo descrito 
por Carvajal (1939) y Dennis, (1950), quienes mencionan que el estado teleomorfo de 
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este Basidiomycete, se puede recuperar a partir de hojas de cafeto infectadas y 
mantenidas bajo condiciones de alta humedad, considerando para este trabajo que 
dichas condiciones fueron propiciadas bajo las cámaras húmedas (Figura 8-1(a-b)). 
Posteriormente, se realizó la inoculación de las estructuras (gema y basidiocarpo) en 
cajas de Petri (Figuras 8-1(c-d)) siguiendo la metodología indicada en el ítem 3.1.3, para 
finalmente obtener como resultado el crecimiento micelial de aislamientos monospóricos 
de O. flavida (Figura 8-1e), empleados para los posteriores análisis.  
 
Figura 8-1: a) Síntomas de Gotera con signos (gemas) de O. flavida en hoja de cafè y 
b) Síntomas de Gotera con signos (basidiocarpos) de M. citricolor en hoja de cafè en 
cámara húmeda; c) gema de O. flavida, d) basidiocarpo de M. citricolor y e) ilustración del 
crecimiento de cuatro aislamientos monospóricos de O. flavida. 
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8.2 Análisis morfológico 
8.2.1 Caracterización macroscópica 
 Coloración, textura y forma del micelio 
Los aislamientos fueron agrupados en cuatro morfotipos, de acuerdo con el área 
geográfica en la que fueron colectados y la similitud de sus características morfológicas y 
culturales, como se resume en la Figura 8-2 y en la Tabla 8-2. Sin embargo, existieron 
características que se mantuvieron constantes en todos los morfotipos y no variaron con 
el tiempo ni con la manipulación en laboratorio, como, por ejemplo, la coloración del 
micelio (blanca) y su forma de crecimiento que fue semejante a la de un circulo. Tampoco 
se presentó coloración del sustrato (Ver Figura 8-2); Resultados similares fueron 
reportados por Bonilla (1980) y Vargas et al (1990), quienes observaron esta misma 
característica para coloración del micelio, en condiciones de laboratorio en PDA como 
medio de cultivo, a una temperatura de 25°C, algo que no sucede con otras especies que 
sufren mutaciones al manipularse, como Colletotrichum sp, según lo menciona Oliva 
Pinzón (2009). Estos resultados, inicialmente, sugieren que el color del micelio y su forma 
de crecimiento son características fenotípicas estables en los morfotipos (Ver Figura 8-
2(a-b-c-d) y Tabla 8-2). Por otro lado, se observó una textura de crecimiento con formato 
anillado no continuo pulverulento (Ver Figura 8-2a y Tabla 8-2a), micelio compacto con 
un solo anillo en el centro (Ver Figura 8-2b y Tabla 8-2b), micelio anillado y algodonoso 
(Ver Figura 8-2c y Tabla 8-2c) y micelio anillado y ramificado (ver Figura 8-2d y Tabla 8-
2d); estas particularidades se presentaron de forma simultánea entre aislamientos, 
encontrando que tienen más de una textura a la vez. Es de recalcar que las diferentes 
colonias de los morfotipos, cubrieron el 90% de las cajas de Petri a los 12, 15 y 18 días, 
contrario a lo reportado por  Granados (2015), mostrando que sus aislamientos 
alcanzaron a cubrir las cajas de Petri a los 8 días de crecimiento. En general, los 
resultados anteriores, dan cuenta de la actividad biológica del hongo con relación a su 
capacidad metabólica, que dependen del aprovechamiento de nutrientes del medio de 
cultivo, el pH, la temperatura, de ahí que cuando se comparan morfotipos distintos a 
nivel in vitro, las condiciones de cultivo para todos deben ser similares para observar 
precisamente esas diferencias. En estudios de morfología, se utilizan hasta tres tipos de 
agar, pH y temperatura para ver si afectan la respuesta biológica-metabólica del hongo, 
pero no fue este caso en concreto.  
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Figura 8-2:  Fotografías que representan los 4 morfotipos en los que fueron agrupados 
los 16 aislamientos de O. flavida con base en sus características morfológicas y 
culturales, a los 9 ddi. Se observa color coloración, forma y textura del micelio: (a) El 
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Tabla 8-2: Descripción de las características morfológicas y culturales de 16 






Municipio Forma Color Textura 









El Tambo Circular Blanco 
Micelio anillado no 
continuo y con 
crecimiento de gemas 





Of2   
Of3   
Of4   
2 
Of5 
Bolívar Circular Blanco 
Micelio compacto con 
un solo anillo en el 
centro – Terciopelo 
 
  
Of6   
Of7   
Of8   
3 
Of9 
La Sierra Circular Blanco 
Micelio con un anillo 
compacto cercano al 





Of10 67,87  
Of11 63,33  
Of12 68,28  
4 
Of13 
Caloto Circular Blanco 
Micelio anillado y 
ramificado desde el 
centro hasta el borde 
de la colonia, 
presencia de gemas 
en el centro del 
micelio – Pulverulento 
69,32 81,92 
>A 
Of14 66,34 79,33 
Of15 66,58 80,12 
Of16 67,03 82,47 
= Caja de Petri completamente cubierta    
 
 Determinación del índice de velocidad de crecimiento micelial (IVCM) 
El IVCM de los 4 morfotipos indicados en la Tabla 8-2 fue diferente. En la Figura 8-3 se 
ilustra el IVCM de los 4 morfotipos en los diferentes días de evaluación. De acuerdo con 
estos resultados, a los 12 días de crecimiento los aislamientos de Bolívar y del Tambo 
completaron el 90 % de la caja de Petri, mientras que los de La Sierra y Caloto lo hicieron 
a los 15 y 18 días, respectivamente (Ver Figura 8-3 y Tabla A-1, Anexo A).   
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Figura 8-3: Gráfico de barras que indica el IVCM de los cuatro morfotipos de              
O. flavida, evaluado cada 3 días en medio de cultivo. 
 
Los aislamientos de Bolívar presentaron un IVCM medio más alto (?̄?= 1,774 ± 0,074 mm), 
contrario a los de Caloto, cuyo IVCM medio fue el más bajo (?̄?= 0,870 ± 0,133 mm) (Ver 
Figura 8-4 y Tabla A-1, Anexo A). De acuerdo a la prueba de ANOVA paramétrico, los 
resultados presentaron diferencia significativa entre los aislamientos evaluados por 
municipio (F3 60 400,9; P = 2,2 x 10-16). Por medio de la comparación por pares de 
Bonferroni, se evidenció que existen diferencias significativas en el IVCM entre los 
aislamientos de todos los municipios, excepto entre El Tambo y Bolívar (P = 0,351) (Ver 
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Figura 8-4: Diagrama de barras que ilustra el IVCM de los cuatro morfotipos de O. 
flavida. Los datos se muestran con valores promedio y desviación estándar. Letras 
iguales representan que no existe diferencia significativa. 
 
 Determinación del porcentaje de gemas definidas en el medio de cultivo 
La etapa de producción de gemas en los aislamientos del hongo dio inicio después de su 
exposición a la luz natural, a partir de los 6 días de crecimiento; se observó una 
producción abundante de estructuras similares a un alfiler, las cuales, según la literatura, 
son llamadas gemas y pertenecen a la fase anamorfa del patógeno (Rivillas Osorio & 
Castro Toro, 2011). De los aislamientos estudiados (16 en total), específicamente, los 
identificados como Of1, Of2, Of3 y Of4, correspondientes al municipio de El Tambo, 
fueron los primeros en producir gemas a los 6 días de crecimiento, seguido de los de 
Caloto (Of14, Of15) y La Sierra (Of9), que las produjeron a los 9 y 12 días 
respectivamente; los aislamientos de Bolívar no tuvieron producción de estas estructuras, 
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por tanto no se incluyeron en el análisis de las siguientes variables de caracterización 
morfológica (Ver Figura 8-5 y 8-6). Estos resultados indican, que los aislamientos de El 
Tambo, seguramente reaccionan de mejor forma al ser expuestos a la luz natural, 
mientras tanto, los de Bolívar mostraron que la cantidad de luz no fue adecuada para 
propiciar el desarrollo de estructuras anamórficas del hongo. Otro autor como 
Rodríguez (1965), encontró que la máxima producción de gemas se da cuando el micelio 
del hongo es expuesto a longitudes de onda de 310 – 400 nm, sin embargo, en este 
estudio los aislamientos no fueron sometidos a ese tipo de exposición.  
   
Figura 8-5: Fotografías que ilustran los 3 morfotipos en los que fueron agrupados 7 
aislamientos con base en la producción de gemas, a) El Tambo, b) Caloto, c) La Sierra; a 
los 6, 9 y 12 días respectivamente y d) Acercamiento de la zona delimitada donde se 
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Figura 8-6: Gráfico de barras que ilustra el porcentaje de área ocupado por las 
estructuras reproductivas (gemas) de aislamientos de O. flavida, en cada día de 
evaluación. 
.  
Los aislamientos de El Tambo presentaron el porcentaje medio más alto (?̄?= 1,309 ± 
0,369 mm) mientras tanto los aislamientos de Caloto mostraron el medio más bajo (?̄?= 
1,130 ± 0,129 mm) (Ver figura 8-7 y Tabla A-3, Anexo A). De acuerdo a la prueba de 
ANOVA paramétrico, los resultados no mostraron diferencia significativa entre los 
aislamientos evaluados por municipio (F2 25 1,08; P = 0,355) (Ver Figura 8-7).  
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Figura 8-7: Diagrama de barras que representa el porcentaje de área ocupado por las 
estructuras reproductivas (gemas) de aislamientos de O. flavida, provenientes de tres 




8.2.2 Caracterización microscópica 
 Observación de estructuras vegetativas (hifas) y reproductivas (gemas) 
Para esta variable, las observaciones microscópicas de las estructuras hifales de los 4 
morfotipos no presentaron diferencias, se observó el desarrollo de hifas hialinas e 
irregulares, septadas y profusamente ramificadas, de distinto grosor y en su interior se 
observa estructuras que asemejan burbujas de aire.  
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Figura 8-8: : Imagen que representa las estructuras vegetativas (hifas) de los 4 
morfotipos de O. flavida.  
 
En la Figura 8-9 se observan las estructuras reproductivas que representan siete 
aislamientos de O. flavida, agrupados en tres morfotipos de acuerdo al área geográfica 
de la cual fueron aisladas. En las figuras 8-9 (a-I, b-I y c-I) se observa el tipo de 
cabezuela característica de O. flavida en forma de alfiler, más ancha en la parte superior 
y achatada hacia los bordes, resultado similar al reportado en la literatura (Buller, 1934; 
Granados, 2015; López, 2001b). Es clara la presencia de estructuras hifales 
compactadas alrededor de la cabezuela (Ver Figura a-II y c-II) y del pedicelo desde la 
parte central hacia el punto de inserción de la cabezuela, principalmente, con apariencia 
lanuda como se observa en la Figura 8-9 (b-III y c-III); característica muy similar a la 
reportada por (Buller, 1934) y citado por (Granados, 2015) - (Ver Figura 5-1);  mientras 
que en la Figura 8-9 (b-II) esa particularidad no se apreció en la cabezuela pero si, en el 
pedicelo. Además, la Figura (a-III) permitió observar la estructura de la cabezuela a nivel 
interno donde es evidente que no hay presencia de conidios lo que corrobora lo 
reportado por (Buller, 1958). Finalmente, los tres morfotipos compartieron la 
característica de presentar bioluminiscencia de forma natural, lo cual se confirmó al 
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montar las muestras en microscopía de fluorescencia sin necesidad de utilizar ningún 
fluorocromo; estos resultados corroboran con lo encontrado en la literatura (Baldrian, 
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Figura 8-9: Imágenes que ilustran la morfología de la estructura reproductiva (gema) 
de asilamientos de O. flavida, agrupados en tres morfotipos provenientes de: a) El 
Tambo, b). La Sierra y c) Caloto. Filas I, II y III observadas en MOAR, y fila IV en 
microscopía de fluorescencia. 
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 Diámetro de la cabezuela, longitud del pedicelo y longitud total de la 
gema  
Las observaciones cuantitativas de las variables diámetro de la cabezuela, longitud del 
pedicelo y longitud total de las gemas, alimentaron una base de datos que registró el 
promedio de los valores, transcurridos los dieciocho días de crecimiento. El aislamiento 
de La Sierra (Of9) mostró el valor medio más alto (?̄?= 0,200 ± 0,042 mm) mientras que 
aislamientos de Caloto (Of14, Of15) presentaron el diámetro de gema medio más bajo 
(?̄?= 0,151 ± 0,011 mm) (ver Tabla A-4, Anexo A). De acuerdo a la prueba de ANOVA 
paramétrico, los resultados mostraron diferencia significativa entre los aislamientos 
evaluados por municipio (F2 25 4,083; P = 0,029). Sin embargo, al aplicar la prueba de 
comparación por pares de Bonferroni, se evidenció que existe diferencia significativa solo 
entre La Sierra y Caloto (P = 0,026) (Ver Figura 8-10 y Tabla A-5, Anexo A).   
 
 Figura 8-10:  Diagrama de barras que incorpora datos del diámetro de la cabezuela de 
aislamientos de O. flavida, provenientes de tres municipios de estudio. Los datos se 
muestran con valores promedio y desviaciones estándar. Letras iguales representan que 
no existe diferencia significativa. 
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Para la longitud del pedicelo, los aislamientos de El Tambo (Of1, Of2, Of3, Of4) 
mostraron el valor medio más alto (0,840 ± 0,033 mm) mientras que los de Caloto (Of14, 
Of15) mostraron el valor medio más bajo (0,738± 0,033 mm) (Ver Tabla A-6, Anexo A). 
De acuerdo a la prueba de ANOVA paramétrico, los resultados indicaron diferencia 
significativa entre los aislamientos evaluados por municipio. Por medio de la comparación 
por pares de Bonferroni, se evidenció que existen diferencias significativas para esta 
variable entre todos los aislamientos evaluados por municipio (F2 25 30,05; P = 2,238 x 10-
07), excepto entre La Sierra y Caloto (P = 0,835) (Ver Figura 8-11 y Tabla A-7, Anexo A). 
 
Figura 8-11: Diagrama de barras que incorpora datos de la longitud del pedicelo de 
aislamientos de O. flavida, provenientes de tres municipios de estudio. Los datos se 
muestran con valores promedio y desviaciones estándar. Letras iguales representan que 
no existe diferencia significativa.  
   
En cuanto a la longitud total de las gemas, los aislamientos de El Tambo (Of1, Of2, Of3, 
Of4) presentaron el valor medio más alto (1,009 ± 0,022 mm) mientras que los 
aislamientos de Caloto (Of14, Of15) mostraron el valor medio más bajo (0,890 ± 0,034 
mm) (Tabla A-8, Anexo A). Los resultados de la prueba de ANOVA paramétrico, 
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mostraron diferencia significativa entre los aislamientos evaluados por municipio (F2 25 
46,92; P = 2,447 x 10-9). La comparación por pares de Bonferroni evidenció que existen 
diferencias significativas entre los aislamientos de todos los municipios; destacando que 
los de El Tambo y Caloto (P = 0,001) presentaron los valores con la mayor diferencia 
significativa entre sí (Ver Figura 8-12 y Tabla A-9, Anexo A). 
 
Figura 8-12: Diagrama de barras que incorpora datos de la longitud total de las gemas 
de aislamientos de O. flavida, provenientes de tres municipios de estudio. Los datos se 
muestran con valores promedio y desviaciones estándar. Letras distintas representan 
que existe diferencia significativa. 
. 
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8.3 Análisis de la región ITS en los aislamientos 
8.3.1 Porcentaje de éxito de la PCR, secuenciación y resultados 
de la búsqueda en BLASTn 
La amplificación por PCR presentó un porcentaje de éxito del 100%, como se puede 
notar por la presencia de bandas en el gel de agarosa, que representan un fragmento de 
ADN de aproximadamente 600 pb en todos los aislamientos (Figura 8-13), no obstante, la 
calidad de las secuencias forward y reverse fue baja en Of2, Of5-8, Of10-11, Of13 y Of15 
, con un porcentaje de nucleótidos no ambiguos inferior al 60% (HQ), lo que no permitió 
obtener secuencias consenso confiables; por lo tanto, los aislamientos antes 
mencionados no fueron incluidos en el análisis posterior de las secuencias. 
 
Figura 8-13: Gel de agarosa (1.8%) para verificar la amplificación por PCR de la región 
ITS en los 14 aislamientos obtenidos en el presente estudio. 
 
La búsqueda en BLASTn indicó que los aislamientos muestran una relación estrecha con 
la especie Mycena citricolor, debido principalmente al alto porcentaje de identidad 
superior al 97,8% y el nulo valor del E-value que indica una baja probabilidad que los 
resultados se deban al azar (Tabla 8-3). Igualmente, se observaron similitudes de entre el 
86 - 89% con otras especies del género Mycena, como M. stylobates, M. pura, M. 
tunuispinosa, M. rosella, M. rosea, M. illuminans, M. discogena, M. flavoalba, M. diosma, 
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M. polygramma, M. pelianthina, M. breviseta, M. pseudocorticola, M. cyanorhiza, M. 
xantholeuca, M. metata y M. amicta 
Teniendo en cuenta que los aislamientos presentaron un porcentaje de identidad igual o 
superior al 97-98,5%, que es el valor recomendado en la región ITS para anotar nuevas 
secuencias a nivel de especie en hongos (Clemmensen et al., 2013; Tedersoo et al., 
2014) y dada la diferencia amplia con las demás especies del género Mycena, sería 
posible identificar a los aislamientos Of1, Of3, Of4, Of9, Of12, Of14 y Of16 como M. 
citricolor de forma preliminar. Schoch et al. (2012) propusieron formalmente la región ITS 
como el código de barras estándar para el reino Fungi, debido a que, según la evaluación 
que realizaron, este marcador presentó el más alto poder discriminatorio y la mejor 
capacidad de identificación taxonómica, especialmente en la división Basidiomycota, 
donde suele presentarse una baja diferenciación intraespecífica y una alta interespecífica 
(Avin et al., 2012); lo cual se corresponde con la alta divergencia encontrada entre los 
porcentajes de similitud con M. citricolor y con el resto de especies del género Mycena. 
 
Tabla 8-3: Resultados de BLASTn de especies con regiones ITS con porcentajes de 













Of1 M. citricolor 6 97,95 - 99,09 635 - 659 3-10 3 0.0 1098-1182 
Of3 M. citricolor 6 97,8 - 98,4 635 - 660 3-10 3 0.0 1098-1182 
Of4 M. citricolor 6 97,8 - 98,4 635 - 660 4-11 3 0.0 1092-1177 
Of9 M. citricolor 6 97,95 - 99,09 634 - 660 4-11 2 0.0 1098-1184 
Of12 M. citricolor 6 97,8 - 98,4 635 - 660 6-13 1 0.0 1094-1179 
Of14 M. citricolor 6 98,51 - 98,95 574 - 607 3-6 3 0.0 1024-1079 
Of16 M. citricolor 6 98,11 - 99,24 635 - 660 4-11 1 0.0 1105-1190 
Taxón: especie de las accesiones con mayor similaridad al respectivo aislamiento N° Result: número de 
accesiones del taxón, % identidad: porcentaje de nucleótidos iguales en alineamiento por pares, Long Aline: 
longitud en pares base del alineamiento de par de secuencias, Mismatchs: número de nucleótidos que no 
son iguales entre el par de secuencias alineadas, Gap opens: huecos creados para alinear los pares de 
secuencias comparadas, E- value: probabilidad de obtener los resultados por azar, Puntj: rango de 
puntuación de los alineamientos por pares con las secuencias del taxón 
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8.3.2 Estimaciones de variabilidad genética 
Las secuencias presentaron polimorfismo en su longitud, variando entre 648 y 667 
posiciones nucleotídicas (nt), que están dentro del rango de tamaño esperado de la 
región ITS de Mycena citricolor reportada en GenBank, que va de 653 a 698 (Accesiones 
MH857694, MF417759- MF417763). En consecuencia, fueron identificados 8 “Gaps” o 
huecos en el alineamiento final de 602 nt. Igualmente, fueron registrados 3 sitios 
segregantes, para un total de 11 sitios variables, dando lugar a 7 haplotipos diferentes 
(Tabla 8-4), lo que proporcionó estimaciones altas tanto de diversidad haplotìpica como 
nucleotìdica (Tabla 8-5), teniendo en cuenta el tamaño muestral reducido de secuencias. 
 
Los resultados serían ocasionados por la naturaleza de la región ITS. Esta se encuentra 
compuesta por el fragmento que codifica para la subunidad ribosomal 5.8s junto con dos 
espaciadores que la flanquean (ITS1 e ITS2), que al ser principalmente ADN no 
codificante, tienden a presentar mayor número de inserciones-deleciones (indels) y 
mutaciones puntuales (Sudbery, 2002), por lo tanto, es común observar una extensa 
variabilidad en la longitud de la región ITS en hongos, excepto en taxones con un posible 
origen reciente como Cercospora (Goodwin et al., 2001), lo que en el caso de Mycena 
citricolor sugeriría lo contrario. 
 
La alta diversidad encontrada podría tener importantes implicaciones para el manejo de 
la enfermedad ocasionada por M. citricolor en cultivo de café en el departamento del 
Cauca, debido a que esto podría indicar una alta capacidad de este hongo patogénico 
para el desarrollo de resistencia o tolerancia a métodos de control como fungicidas; sin 
embargo, dado que solo se está analizando una región en este estudio, es necesario 
confirmar esta observación realizando un estudio a mayor escala: con un mayor tamaño 
muestral y abarcando otras regiones del ADN o empleando marcadores con una 
cobertura más amplia del genoma (ej: SSRs, RAMs), que permita obtener una visión 
clara sobre la diversidad y potencial riesgo de M. citricolor para los departamentos 
cafeteros de Colombia. Sin embargo, dado que solo se está analizando una región y no 
hay estudios previos en M. citricolor que permitan comparar los resultados obtenidos, se 
resalta la necesidad de hacer estudios en este hongo a mayor escala, teniendo en cuenta 
la importancia económica de la enfermedad en el cultivo de café.  
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Haplotipos con gaps 
El Tambo 
Of1 McHap_A McHap_A1 
Of3 McHap_A McHap_A2 
Of4 McHap_A McHap_A3 
La Sierra 
Of9 McHap_B McHap_B1 
Of12 McHap_C McHap_C1 
Caloto 
Of14 McHap_D McHap_D1 
Of16 McHap_D McHap_D2 
*McHap: haplotipo de Mycena citricolor.  
Tabla 8-5: Características y estimaciones de variabilidad genética de la región ITS en 
aislamientos de Mycena citricolor. 
Estimador Valor 
Posiciones nucleotìdicas 602 
Posiciones nucleotídicas (excluyendo gaps) 594 
Sitios segregantes (excluyendo gaps) 3 
Número de haplotipos 7 
Número de haplotipos (excluyendo gaps) 4 
Diversidad haplotípica (excluyendo gaps) 0.81 ± 0.13 
Diversidad nucleotídica (excluyendo gaps) 0.00208 ± 3*10-3 
nt: nucleótidos 
8.3.3 Reconstrucción filogenética 
En el análisis filogenético se observó que las siete secuencias de los aislamientos del 
presente estudio se agruparon junto a M. citricolor (Figura 8-14), formando un grupo 
monofilético con un alto soporte estadístico (bootstrap 99%), lo que concuerda con la alta 
similaridad observada tanto en los resultados de la búsqueda en BLASTn como en el 
alineamiento múltiple empleado (Figura B-1, Anexo B,) y sustentaría la identificación 
taxonómica a nivel de especie.  
 
Cabe destacar que, dentro del género, las especies más cercanas a M. citricolor, y a los 
aislamientos, fueron M. albiceps y M. deformis. No obstante, la relación tiene un bajo 
soporte estadístico (bootstrap =6%) y es contraria a los resultados del BLASTn, donde 
estas dos especies no se registran entre las más similares. Esto sería el resultado de la 
eliminación de regiones con alineamiento ambiguo o gaps para realizar la reconstrucción 
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filogenética, como normalmente se recomienda (Pevsner, 2015), lo cual, 
desafortunadamente, pudo potencialmente eliminar indels informativos. Igualmente, el 
resto de las agrupaciones presentaron un bajo soporte estadístico (70%<), indicando que 
la filogenia de Mycena, o la relación de M. citricolor con las otras especies del género no 
sería resuelta recurriendo únicamente a la región ITS. 
 
La premisa del uso de una región como código de barras para la identificación 
taxonómica es que la variación interespecífica debe exceder la intraespecífica (barcode 
gap), y para el caso de M. citricolor la diferencia entre ambas es mínima, como se 
observa por la amplias distancias que separan a los diferentes aislamientos entre sí, lo 
cual fue reportado Badotti et al., (2017), sugiriendo precaución al emplear la región ITS 
en hongos del género Mycena por la mínima brecha en la diversidad al interior y entre 
especies; por lo tanto, aunque exista un alto soporte estadístico en el bootstrap, sería 
recomendable en el futuro incluir en el análisis  de M. citricolor una región adicional, 
como pueden ser algunas de las propuestas por Raja et al., (2017) para confirmar los 
resultados: RPB1, RPB2, tub2/BenA, calmodulina o los genes de otras subunidades 
ribosomales (LSU y SSU); los cuales también aportaría a aclarar la filogenia del género 
como tal. 
 
La reconstrucción filogenética de únicamente los aislamientos obtenidos en este estudio, 
junto a una secuencia del GenBank de M. citricolor (Figura 8-15) presentó amplias 
distancias genéticas entre los mismos, mientras que el alineamiento múltiple expuso la 
presencia de 16 sitios variables entre las 8 secuencias (Figura B-2, Anexo B), 
demostrando claramente la amplia diversidad intraespecífica de esta especie a nivel de la 
región ITS. Es de anotar que la mayoría de sitios variables no se observaron en el primer 
alineamiento, dado que mucho fueron eliminados en el alineamiento al retirar posiciones 
nucleotídicas no claramente representadas en todas las secuencias. 
 
El árbol filogenético también permitió dividir los 7 aislamientos en 3 grupos, que se 
corresponden con los 3 sitios de muestreo. El primer grupo está compuesto por los 
aislamientos obtenidos de El Tambo (Of3, Of4 y Of1); el segundo por los aislamientos 
obtenidos de La Sierra (Of9 y Of12) y finalmente el tercero por los aislamientos obtenidos 
de Caloto (Of14 y Of16). Es de anotar que la separación de estos grupos fue posible 
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debido a la inclusión en el análisis de huecos o “Gaps” en las secuencias que 
representan posibles inserciones-deleciones (Indels). 
 
Los Indels son considerados a menudo una severa limitante para el uso de una región 
como código de barras (Liu et al., 2012) y generalmente se recomienda no incluir 
fragmentos o posiciones nucleotídicas que no están representados en todas las 
secuencias (Pevsner, 2015), sin embargo, pueden ser potencialmente informativos para 
discriminar taxones o poblaciones estrechamente relacionadas (Liu et al., 2012) como ha 
quedado también demostrado en el presente estudio. Por lo tanto, los futuros estudios en 
M. citricolor no deberían tratar los “Gaps” internos de los alineamientos de la región ITS 
como datos perdidos, y en su lugar incorporarlos en lo posible al análisis, con el fin de 
obtener una mejor resolución de las relaciones e identificar el origen de estos hongos 
patogénicos y su dispersión en las fincas cafeteras del país. 
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Figura 8-14: Reconstrucción filogenética de la región ITS de Mycena spp con el método 
Neighbor-Joining. Las distancias genéticas fueron estimadas con el modelo de Kimura-2-
parametros. El porcentaje de árboles en que un grupo aparece asociado según el 
bootstrap (1000 réplicas) es indicado junto a los nodos de las ramas. Los aislamientos 
obtenidos en el presente estudio están resaltados con un punto junto al nombre. Cada 
secuencia de Mycena spp obtenida del GenBank está incluida con su número de 
accesión. 
 
Fuente: (Felsenstein, 1985; Kimura, 1980; Saitou & Nei, 1987) 
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Figura 8-15: Reconstrucción filogenética de la región ITS de los aislamientos del 
presente estudio con el método Neighbor-Joining. Las distancias genéticas fueron 
estimadas. Con el modelo de Kimura-2-parametros. El porcentaje de árboles en que un 
grupo aparece asociado según el bootstrap (1000 réplicas) es indicado junto a los nodos 
de las ramas.  
Fuente: (Felsenstein, 1985; Kimura, 1980; Saitou & Nei, 1987) 
8.4 Determinación de la patogenicidad en hojas jóvenes 
de café de la variedad Castillo® El Tambo 
Los resultados corresponden al estudio de siete aislamientos de O. flavida, que 
alcanzaron la producción de gemas, indispensables para la realización del ensayo. En la 
evaluación del PIN, se observaron lesiones iniciales entre 3 y 6 ddi de los aislamientos 
(Ver Figura 8-16a y Tabla C-1, Anexo C). Resultados similares fueron obtenidos por 
Granados (2015) y Garcia (2012), quienes concluyeron que la aparición de síntomas 
visibles se dio entre los dos y 6 ddi. Para el PDL se observó presencia de gemas entre 
los 9 y 12 días después de la aparición de síntomas (Ver Figura 8-16b y Tabla C-1, 
Anexo C). Autores como Granados (2015) y Garcia (2012), encontraron la aparición de 
gemas en un periodo de ocho días después de los primeros síntomas de la enfermedad. 
La CGL fue de 15 a 19 en promedio (Ver Figura 8-16c). Los aislamientos de El Tambo 
(Of03) (19 ± 1,471) y La Sierra (Of09) (19 ± 0,816) fueron los que mayor número de 
gemas produjeron (Ver Tabla C-2, Anexo C). Resultados similares son reportados por 
Garcia (2012), observando de 6 a 19 gemas en promedio por lesión. Los aislamientos 
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que lograron el mayor PDI fueron los de el Tambo (Of01, Of03), la Sierra (Of09) y Caloto 
(Of14,Of15) con un 80% en contraste con el aislamiento Of04 correspondiente también al 
municipio de El Tambo, que alcanzó un valor del 40% de infección (Ver Figura 8-16d y 
Tabla C-1, Anexo C); resultados similares fueron observados por Garcia Túchez, (2012), 
con una alta variabilidad en el proceso de infección entre los aislamientos estudiados, 
obteniendo porcentajes máximos del 80% y mínimos del 23.5% de infección. El DLF fue 
aumentando hasta alcanzar un promedio de 5,734 y 11,086 mm de diámetro a los 18 
días ddi, donde el aislamiento de El Tambo (Of03) produjo diámetros de lesión con 
promedio de 11,086 mm en oposición a Caloto (Of14), en donde se observaron los más 
pequeños con promedio de 5,734 mm (Ver Figura 8-16e y Tabla C-3, Anexo C). 
Resultados similares mostraron que los promedios de las lesiones alcanzaron valores de 
8 a 13, 5 mm, aproximadamente 15 días después de la inoculación (Garcia Túchez, 
2012).  
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Figura 8-16: a) Periodo de incubación. b) periodo de latencia; C) cantidad de gemas por 
lesión, d) porcentaje de infección y e) diámetro de lesión final; variables correspondientes 
a aislamientos de O. flavida.  
 
Con los resultados descritos, se determinó el índice de patogenicidad y para determinar 
el nivel de patogenicidad de los aislamientos de O. flavida se construyeron tres 
categorías: bajo, intermedio y alto, de acuerdo a los niveles mínimos y máximo del IP. 
Así, el nivel bajo lo constituyen los aislamientos con IP desde 0 hasta 2,135, el nivel 
medio abarca desde 2,136 hasta 4,271 y en alto contiene valores entre 4,272 hasta 
6,405. 
 
En la Tabla 8-6 se observó el índice y el nivel de patogenicidad de siete aislamientos de 
O. flavida; con base en estos resultados, se pudo concluir que los aislamientos de El 
Tambo (Of03) y La Sierra (Of09) presentaron los niveles más altos de patogenicidad, y 
razón por la cual fueron utilizados como referentes, para evaluar los resultados de los 
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Tabla 8-6: Índice y nivel de patogenicidad para siete aislamientos de O. flavida 




Of01 1,689 Bajo 
Of02 1,462 Bajo 
Of03 6,405 Alto 
Of04 0,771 Bajo 
Caloto 
Of14 1,115 Bajo 
Of15 3,941 Medio 
La Sierra Of09 5,643 Alto 
 
8.5 Estudio empleado para evaluar el efecto antifúngico de las 
ZnO-NPs, considerando los aislamientos de O. flavida que 
presentaron un alto nivel de patogenicidad. 
8.5.1 Síntesis química y caracterización de las muestras de ZnO 
sintetizadas. 
 Grupos funcionales presentes en las ZnO-NPs sintetizadas. 
En este espectro de la Figura 8-17 aparece una banda a 3435 cm-1 que se puede asociar 
a los grupos hidroxilos, y dos bandas intensas cerca de los 500 cm-1 características del 
óxido de cinc. Las pequeñas bandas ubicadas entre 730 a 1500 cm-1 se pueden asociar 
a la presencia de especies absorbidas superficialmente (por ejemplo grupos que 
contengan carbono) y a la presencia de defectos estructurales donde se encontrarían 
especies H+ y H-, debido a la presencia de impurezas de hidrògeno dentro de las 
vacancias de oxígeno, como se presenta en otros sistemas (A. Kumar & Kumar, 2008; 
Stankic et al., 2010). Es necesario recordar que el defecto estructural más importante en 
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Figura 8-17: Espectro IR correspondiente a una muestra sólida sintetizada en 
etilenglicol, tratada térmicamente a 600 °C.   
 
 Espectro de absorción en el UV Vis de las muestras sintetizadas.  
En la Figura 8-18 se muestra el espectro de absorción UV-Vis del ZnO, en él se observa 
una banda a 370 nm que se puede asociar a una transición electrónica banda de 
valencia - banda de conducción, relacionada con el ancho de la banda prohibida de 
energía (“gap” de energía), cuyo valor sería de 3.3 eV. Además, se observan 
transiciones en el visible (> 400 nm) en donde intervendrían los defectos estructurales 
presentes en la muestra. Las bandas ubicadas entre 200 y 350 nm corresponderían a 
transiciones electrónicas entre orbitales localizados sobre los iones Zn2+ y O2- 
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Figura 8-18  Espectro de absorción UV-Vis correspondientes a las ZnO-NPs 
sintetizadas a través de un proceso químico (precipitación controlada). 
 
 Estructura cristalina de las ZnO-NPs sintetizadas  
En la Figura 8-19 se observa el difractograma de rayos X de la muestra sintetizada. Los 
picos de este difractograma corresponden al ZnO tipo wurzite (JCPDS 79-2205) bien 
cristalizado, con un tamaño de cristalito grande si se considera la esbeltez de los picos 
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Figura 8-19:  Difractograma de rayos x correspondiente a la muestra de ZnO sintetizado 
 
 Tamaño y morfología de las ZnO-NPs sintetizadas.  
En la Figura 8-20 se observan las micrografías obtenidas con MEB y MET del ZnO 
sintetizado, así como su composición elemental obtenida con la microsonda de EDS. En 
ellas se observa que las partículas presentaban una morfología esferoidal y un tamaño 
menor a 100 nm (Figuras 8-19(a) y 4-19(b)), bastante homògeneas y polvos con baja 
aglomeración. Por otra parte, el resultado de EDS (Figura 8-19(c)) indica que hay una 
deviación de su estequiometría ya que, si se considera el peso atómico de los elementos, 
habría más oxígeno que Zn (67.92% de Zn (65.38 U) y 21.62% de O (15.999 U). Estos 
porcentajes indican que el ZnO sintetizado no era estequiométrico y que, por lo tanto, 
presentaba defectos, principalmente oxígeno intersticial (O i) dado el exceso de este 
elemento en el sólido.  
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Figura 8-20: Micrografías obtenidas con (a) MEB y (b) MET, así como el espectro 
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8.5.2 Acción de las ZnO-NPs en aislamientos de O. flavida con 
alto nivel de patogenicidad, provenientes de El Tambo 
(Of03) y La Sierra (Of09). 
 Efecto macroscópico de las ZnO-NPs sintetizadas sobre aislamientos de 
O. flavida 
En la Figura 8-21 se muestra el resultado del cultivo de los aislamientos Of03 y Of09 
correspondientes al municipio de El Tambo y la Sierra, respectivamente; se indican, 
además, los bioensayos con ZnO-NPs, tomando como referentes los controles que 
corresponden al cultivo sin ningún tratamiento (medio de cultivo PDA-Control del 
crecimiento) y al cultivo tratado con un fungicida (PDA con Ciproconazol – Control 
comercial). A los 3 días de crecimiento (Figura 8-21(i-b)), es evidente la acción de las 
ZnO-NPs, que impidieron el crecimiento del hongo; en los cultivos tratados con NPs, se 
observó como respuesta un halo circular transparente alrededor del inòculo que no 
corresponde a micelio, más evidente a medida que pasaron los días (Figuras 8-21 (i-ii). A 
los 12 días, el aislamiento Of03 cubrió alrededor del 90% de la caja de Petri 
correspondiente al control del crecimiento (Fig 4-21(i-e)), mientras que el Of09 lo hizo a 
los quince días de crecimiento (Figura 8-21(ii-f). Para los tratamientos con NPs no se 
observó crecimiento micelial del hongo, evidenciándose la acción antifúngica de las 
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Figura 8-21: Secuencia de crecimiento de aislamientos de O. flavida correspondientes a 
dos morfotipos: El Tambo (Of03) y La Sierra (Of09).  
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Enseguida los datos de los aislamientos Of03 y Of09 se agruparon y de acuerdo a ello se 
realizó el análisis estadístico, empleando para ello los valores del diámetro de 
crecimiento micelial para los tratamientos control y del halo formado (mm) para los 
tratamientos con ZnO-NPs, obtenidos en una secuencia de diferentes días. Con base en 
lo anterior se obtuvo el diagrama de barras que se muestra en la Figura 8-22, en él se 
evidencia que las ZnO-NPs presentaron una capacidad antifúngica favorable, siendo el 
tratamiento con 12 mmol. L-1 el más eficiente sobre los dos aislamientos estudiados. Es 
evidente que el halo de inhibición fue un parámetro que surgió como evidencia de 
respuesta por parte de los aislamientos ante la presencia de las ZnO-NPs, por ello no fue 
posible realizar medidas del diámetro de crecimiento micelial (Ver Figura 8-21). 
 
Figura 8-22: Diagrama de barras que ilustra el diámetro del halo (medido en mm) de   
O. flavida sometido a la acción de ZnO-NPs, para los tratamientos en diferentes días de 
evaluación. [Control del crecimiento: hongo sin tratamiento; Control comercial: hongo 
tratado con ciproconazol-fungicida referentel]. 
 
Por otra parte, el tratamiento con 9 mmol.L-1 presentó el valor medio más alto (?̄?= 21,737 
± 5,618 mm), mientras que el de 12 mmol.L-1 fue el más bajo (?̄?= 15,371 ± 1,131 mm) 
(Ver Tabla D-1, Anexo D). De acuerdo a la prueba de ANOVA paramétrico, los resultados 
presentaron diferencia significativa entre los tratamientos (F4 35  216,1; P = 2,2 x 10-16), lo 
que corroboró por medio de la comparación por pares de Bonferroni, mostrando que 
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existen diferencias significativas entre los tratamientos excepto entre el tratamiento con   
6 mmol. L-1 y 9 mmol. L-1 (P = 1,000) (Ver Figura 8-23 y Tabla D-2, Anexo D).  
 
Figura 8-23: Diagrama de barras que ilustra el diámetro del halo (medido en mm) de   
O. flavida sometido a la acción de ZnO-NPs para diferentes concentraciones. [Control del 
crecimiento: hongo sin tratamiento; Control comercial: hongo tratado con ciproconazol-
comercial].  
 
Hasta el momento no se ha estructurado un mecanismo que explique y justifique 
completamente la acción de las NPs sobre el hongo, aunque se han publicado algunas 
ideas pre-liminares al respecto (Arciniegas-Grijalba et al., 2017; López & Rodríguez-
Páez, 2017). La estructuración del mecanismo de acción de las NPs sobre el hongo 
requiere de la identificación de los fenómenos que ocurren en la bio-interface superficie 
de la nanopartícula – pared celular fúngica, lo que demanda la realización, a futuro, de 
investigaciones sistemáticas más rigurosas usando técnicas experimentales más 
elaboradas. Por lo tanto, por el momento, se puede utilizar un modelo fenomenológico 
hipotético para justificar cualitativamente las posibles acciones de las NPs sintetizadas en 
este trabajo, sobre el hongo de interés tomado como blanco, considerando tanto la 
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conformación estructural de la pared celular fúngica así como el conocimiento básico de 
la interacción de las NPs con los componentes de los sistemas biológicos, por ejemplo 
las proteínas (Rahman et al., 2013), publicado en la literatura científica. La pared celular 
fúngica es una estructura dinámica que protege a la célula de cambios de presión  
osmótica y otras tensiones ambientales permitiendo, además, que la pared celular 
interactúe con su entorno (Bowman & Free, 2006; Feofilova, 2010; Gow et al., 2017). 
Además, la célula sirve como un centro de señalización para activar las vías de 
transducción de señales dentro de la célula. Por lo tanto, si la estructura de la pared 
celular sufre interrupción esto afectaría profundamente el crecimiento y la morfología de 
la célula fúngica, que a menudo la hace susceptible a la lisis y la muerte. Es por esto que 
la pared celular se ha considerado durante mucho tiempo un excelente objetivo para los 
agentes antifúngicos. 
Las paredes de las células fúngicas son estructuralmente únicas y diferentes a la pared 
celular de la planta basada en células. Como se indica en la Figura 8-24, la pared celular 
fúngica está constituida por glucoproteínas y polisacáridos, principalmente glucano y 
quitina (Bowman & Free, 2006; Feofilova, 2010; Gow et al., 2017). 
 
Figura 8-24: Diagrama que describe cualitativamente la pared celular fúngica y la 
interacción de las nanopartículas con las proteínas que comprende.  
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 El glucano es el polisacárido estructural más importante en la pared celular fúngica, 
constituyèndose en un 50 – 60% de la pared en peso seco (Kapteyn et al., 1999), siendo 
su principal constituyente estructural el beta-1,3-glutan, entre el 65 y 90%, al cual se 
adhieren covalentemente otros componentes de la pared célular (Klis et al., 2001). La 
síntesis del beta-1,3-glucan es mediada por el glucan sintasa y su inhibición ha sido 
perseguido ampliamente como un medio para interrumpir la formación de la pared celular 
y prevenir el crecimiento del hongo. Por su parte la quitina (homopolímeros de cadena 
larga del beta-1,4-ligado N-acetilglucosamina) es un componente realtivamente menor, 
pero estructuralmente importante, de la pared celular fúngica (Bowman & Free, 2006; 
Feofilova, 2010; Gow et al., 2017). La síntesis de la quitina es mediada por la quitina 
sintasa. Si la síntesis de la quitina es perturbada, las paredes se conforman 
desordenadamente y la célula fúngica se deforma y se vuelve osmóticamente inestable 
(Bago et al., 1996). Específicamente, la quitina presenta una distribución regular de 
grupos amino libres que pueden ser protonados, por ciertos ácidos, cargàndose 
positivamente, confiriéndole un comportamiento de policatión. Esta condición explica 
algunas propiedades de la quitina, tal como su habilidad para enlazar sustancias 
cargadas negativamente: lípidos, proteínas y tintas, entre otras. Esta característica de la 
quitina hace que éste sea susceptible al ataque por ciertos agentes químicos como los 
ROS, especies químicas generadas aún en oscuridad (Hirota et al., 2010; Jayaram et al., 
2017; Mészáros et al., 2009a; Verma et al., 2018; Xu et al., 2013) por las NPs con base 
en ZnO incorporadas a los cultivos estudiados en este trabajo (Ver Figura 8-21), estos 
ROS ocasionarían procesos de oxidación tal como lo indicò (López & Rodríguez-Páez, 
2017), en su trabajo. Adicionalmente, la interacción de los nanomateriales con las 
proteínas de la membrana celular a través de la interacción del enlace de hidrógeno con 
residuos de aminoácidos seguido por internalización, despolarización de la membrana e 
inducción de  generación de ROS, tal como lo indicó (Verma et al., 2018), contribuiría a 
incrementar la acción de las nanopartículas. 
 
Todas las paredes celulares de los hongos contienen proteinas que están estrechamente 
entretejidas dentro de la matriz estructural basada en quitina y glucano (Brown & Catley, 
1992; Feofilova, 2010; Gow et al., 2017). En las paredes de los hongos filamentosos, 
como el que se considera en este trabajo, se ha estimado que la cantidad de proteinas 
presentes en el puede estar entre el 20 – 30% de la masa total de la pared celular. 
Muchas de estas proteinas son integradas a la pared via enlaces covalentes entre los 
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azúcares presentes en los sitios unidos a N y O y/o en el ancla de glucosifosfatidilinositol 
(GPI) con aquellos en los polímeros de quitina o glucano. Unas proteinas importantes en 
los hongos son las hidrofobinas, proteinas anfipático que se pueden auto-ensamblar para 
generar rodlets que producen una interface hidrofóbica entre hongos filamentosos y sus 
ambientes (Linder, 2009). Las hidrofobinas participan en la morfogenésis y están 
involucradas en la adhesión del hongo a las superficie por lo que se han asociado con la 
virulencia de la planta fúngica (Kim et al., 2005). Además, las esporas conidiales y las 
hifas aéreas del moho a menudo están cubiertas por hidrofobinas que protegen las 
esporas de las enzimas oxidantes y los fagocitos extranjeros (Lili He, Yang Liu, Azlin 
Mustapha, 2011).  
 
Aunque la mayoría de los estudios de interacción de las nanopartíclas – proteinas se han 
realizado utilizando plasma sanguíneo, estos resultados se podrían extrapolar a otros 
ambientes fisiológicos, respetando sus particularidades. La interacción de las NPs con 
las proteinas debe ser un proceso dinámico, determinado por las propiedades de ambos 
componentes. Estas interacciones estarían caracterizadas por afinidad de unión, 
estequiometría y propiedades cinéticas y específicas dominadas por muchos procesos 
químicos (Mu et al., 2014). En el caso de la interacción de las ZnO-NPs  sintetizadas en 
este trabajo, con el hongo de interés, las nanopartículas se encuentran con proteomas, ni 
una sola proteína sino miles de proteínas con diversas funciones. Estas proteinas 
compiten por las nanopaticulas “de superficie”, lo que lleva a una proteína “corona” que 
definirá gradualmente la identidad biológica de la partícula (Lynch et al., 2007; Rahman et 
al., 2013).  
 
La composición de la corona proteica estaría determinada por la termodinámica y 
propiedades cinéticas de las interacciones NPs - proteínas y las características 
fisicoquímicas de las nanopartículas (determinadas por las condiciones de síntesis y su 
naturaleza química), y la naturaleza del ambiente fisiológico, por ejemplo la composición 
de la pared celular fúngica y concretamente de las propiedades de las proteinas 
(Lundqvist et al., 2008; Stepien et al., 2018). El proteoma que se une a las NPs estaría 
afectado fuertemente por la química de la superficie de nanopartículas, por lo que, 
dependiendo de las fuerzas de interacción, una proteina podría ser adsorbida, 
desnaturalizada o rechazada de la superficie de las NPs. Para el caso de las NPs con 
base en ZnO sintetizadas en este trabajo (< 100 nm), incluso una proteína grande (de 
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unos pocos nanómetros), la proteina vería una superficie con un alto radio de curvatura 
casi indistinguible de una superficie bidimensional. En  este caso, la proteína podría ser 
adsorbida y ser desnaturalizada indudablemente dependiendo de las características 
superficiales y la interacción proteína-superficie (Kopp et al., 2017). 
 
Considerando la presencia de las ZnO-NPs sintetizadas en los cultivos del hongo de 
interés y por lo tanto su efecto (Figuras 8-21 a 8-23), es posible que las NPs no ingresen 
a la pared celular (Figura 8-24) por lo que la interacción con la pared celular fúngica se 
podría dar a través de la corona de proteínas adsorbidas en la superficie de la NP 
(Doorley & Payne, 2012; Fleischer & Payne, 2014). Como lo indicò (Jayaram et al., 
2017), en su trabajo,  las especies reactivas de oxígeno (ROS), que se producen aún en 
la oscuridad y que estarían mediadas por los defectos superficiales de las NPs 
sintetizadas (Hirota et al., 2010; Mészáros et al., 2009a; Verma et al., 2018), oxidarían la 
corona de proteinas formada sobre la superficie de las mismas (Figura 8-24) y esas 
proteínas oxidadas servirían como señal celular de estrés oxidativo para la pared celular, 
lo que ocasionaría la inhibición del crecimiento del hongo. Las imágenes de la Figura 8-
21 ilustran el efecto del estrés oxidativo que ocasionarían las NPs con base en ZnO 
sobre el hongo.   
 
Por otro lado, si las ZnO-NPs ingresan a la pared celular fúngica, igual a como sucedió 
en el trabajo de Romashchenko et al. (Romashchenko et al., 2017), ellas podrían quedar 
atrapadas perturbando el desorden intrínseco de las proteinas, asociado a su movilidad 
estructural (Mészáros et al., 2009a). Las consecuencias entrópicas de esta transición del 
desorden al orden serían compensadas por su habilidad de ajustarse a  la estructura de 
unión (o del agente de union), para envolver la superficie de las NPs, resultando en una 
amplia superficie de interacción y ganancias energeticas, además se favorecería la 
interacción de las proteinas con los ROS producidos por los defectos superficiales de las 
NPs. Esto indica que dentro de la pared celular fúngica, las ZnO-NPs podrían interferir en 
la síntesis de las proteinas desencadenando respuestas celulares que llevarían a la 
inactivación del hongo.  
 
El modelo fenomenológico expuesto, para justificar la capacidad antifúngica de los 
nanomateriales con base en ZnO sintetizados sobre los aislamientos de O. flavida, 
aunque está soportado en trabajos realizados y reportados en la literatura científica, 
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requiere de una corroboración experimental cuantitativa para valorar, de manera precisa, 
la importancia de cada uno de los fenómenos allí mencionados y su acción, si realmente 
la tiene, en el mecanismo fungicida de estas nanopartículas de ZnO. Este modelo 
fenomenológico podría ayudar a entender las interacciones en la biointerfase superficie 
nanomateriales - pared celular del hongo, donde los defectos de los nanomateriales 
deberían jugar un papel importante, tal como se indica en la literatura (Verma et al., 2018; 







9. Conclusiones y recomendaciones 
9.1 Conclusiones 
 Fueron estudiados dieciséis aislamientos in vitro de O. flavida provenientes de cuatro 
municipios productores de café en el Departamento del Cauca, bajo condiciones 
homogéneas de crecimiento: medio de cultivo PDA, temperatura de 25º C, oscuridad 
y luego expuestos a la luz natural.  
 
 Los aislamientos fueron agrupados en cuatro morfotipos, de acuerdo con el área 
geográfica en la que fueron colectados y la similitud de sus características 
morfológicas y culturales.  
 
 Se encontró diferencia significativa P ≤ 0,05 para las variables cuantitativas que 
fueron evaluadas en la caracterización morfológica, excepto en la del porcentaje de 
área ocupado por las gemas en el medio de cultivo P = 0,355.  
 
 Existe una alta variabilidad y diferenciación genética entre los aislamientos 
provenientes de los diferentes municipios, como se observa por los cuatro morfotipos 
encontrados, los haplotipos, sitios variables y la reconstrucción filogenética 
intraespecífica.  
 
 Las características morfológicas y moleculares indican que los aislamientos 
corresponderían a la especie O. flavida (fase anamorfa de M. citricolor). 
 
 Se encontró que los aislamientos de El Tambo (Of3) y La Sierra (Of9), provenientes 
del centro del departamento del Cauca, presentaron altos niveles de patogenicidad, 
los cuales fueron considerados para la evaluación antifúngica con ZnO-NPs. 
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 Se obtuvieron nanopartículas de ZnO con un tamaño menor a 100 nm, morfología 
esferoidal, estructura tipo wurtzita y baja aglomeración, que presentaron una alta 
reactividad al interactuar con los aislamientos del hongo.  
 
 Se comprobó la acción antifúngica de las ZnO-NPs sintetizadas. 
 
 Los resultados parciales logrados en esta investigación son referentes 
importantes para futuros trabajos, ya que por ser un estudio pionero en esta línea 
de investigación puede servir como base para otras investigaciones donde se 
busque mejorar el control de las enfermedades de origen fitopatógeno haciendo 
uso de la nanotecnología, concretamente de nanopartículas de óxidos metálicos 




 Realizar estudios de caracterización morfología, empleando diferentes fuentes de 
nutrientes, pH y temperatura para preselección de morfotipos. 
 
 Aumentar el tamaño de muestra e incluir una región adicional del ADN, cómo: 
tub2/BenA, calmodulina o los genes de otras subunidades ribosomales (LSU y SSU) 
para confirmar la identificación taxonómica. 
 
 Realizar pruebas de patogenicidad bajo condiciones controladas empleando plántulas 
de la variedad Castillo® El Tambo.  
 
 Implementar el uso de la técnica de espectroscopia de infrarrojo para investigar el 
mecanismo por el cual las ZnO-NPs, afectan el crecimiento de los hongos 
fitopatógenos. 
 
 Realizar investigaciones que permitan establecer la relación de la concentración de 
las ZnO-NPs y el halo formado alrededor del disco de inoculación. 
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 Iniciar ensayos para verificar la factibilidad económica y ecológica del empleo de las 
ZnO-NPs frente al uso de fungicidas tradicionales, tomando como referencia los 










A Anexo: Caracterización de la 
variación morfológica de 
aislamientos de O. flavida 
Tabla A-1: Estadísticos descriptivos para el IVCM de aislamientos de O. flavida 
evaluado cada 3 días en medio de cultivo PDA a 25°C. 




Bolívar 64 1,774 0,074 1,593 1,868 
Caloto 96 0,870 0,133 0,764 1,185 
El Tambo 64 1,713 0,082 1,573 1,868 
La Sierra 80 1,100 0,047 1,028 1,179 
 
Tabla A-2: Comparación por pares de Bonferroni para el IVCM para aislamientos de 
O. flavida. 
 Bolívar Caloto El Tambo 
Caloto < 2e-16 - - 
El Tambo 0,35 < 2e-16 - 
La Sierra < 2e-16 5.8e-09 < 2e-16 
 
Tabla A-3: Estadísticos descriptivos del porcentaje de área ocupado por las 
estructuras reproductivas (gemas) en cada día de evaluación en medio de cultivo PDA a 
25°C. 
Municipio n Media Desviación 
estándar 
Mínimo Máximo 
Caloto 8 1,130 0,129 0,948 1,297 
El Tambo 16 1,309 0,369 0,862 2,334 
La Sierra 114 1,180 0,037 1,149 1,232 
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Tabla A-4: Estadísticos descriptivos para el Diámetro de la cabeza de las estructuras 
reproductivas (gemas) de aislamientos de O. flavida. 




Caloto 8 0,151 0,011 0,135 0,162 
El Tambo 16 0,170 0,031 0,140 0,259 
La Sierra 4 0,200 0,042 0,139 0,234 
 
Tabla A-5: Comparación por pares de Bonferroni para el diámetro de la cabeza de las 
estructuras reproductivas (gemas) de aislamientos de O. flavida   
 Caloto El Tambo 
El Tambo 0,431 - 
La Sierra 0,026 0,186 
 
Tabla A-6: Estadísticos descriptivos para la longitud del pedicelo de aislamientos de 
O. flavida. 




Caloto 8 0,738 0,033 0,683 0,766 
El Tambo 16 0,840 0,033 0,747 0,892 
La Sierra 4 0,760 0,022 0,728 0,776 
 
Tabla A-7: Comparación por pares de Bonferroni para la longitud del pedicelo de 
aislamientos de O. flavida.  
 Caloto El Tambo 
El Tambo 3.7e-07 - 
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Tabla A-8: Estadísticos descriptivos para la longitud total de las gemas de 
aislamientos de O. flavida. 




Caloto 8 0,890 0,034 0,843 0,924 
El Tambo 16 1,010 0,022 0,976 1,066 
La Sierra 4 0,961 0,042 0,901 0,996 
 
Tabla A-9: Comparación por pares de Bonferroni para la longitud total de las 
estructuras reproductivas (gemas) de aislamientos de O. flavida. 
 Caloto El Tambo 
El Tambo 1.9e-09 - 












B Anexo: Caracterización de la 
variación molecular de aislamientos 
de O. flavida 
Figura B-1: Alineamiento múltiple de secuencias de la región ITS de los aislamientos 
de este estudio con especies del género Mycena obtenidas del GenBank (NCBI). El 
alineamiento incluyo en total 295 posiciones nucleotídicas, pero únicamente fueron 
incluidos los sitios segregantes. 
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Figura B-2: Alineamiento múltiple de secuencias de la región ITS de los aislamientos 
de este estudio. MF417763.1 representa una secuencia de una especie del género 
Mycena obtenida del GenBank (NCBI) y utilizada como grupo externo. El alineamiento 



















C Anexo: Determinación de la 
patogenicidad en hojas jóvenes de 
café de la variedad Castillo ® El 
Tambo 
Tabla C-1: Estadísticos descriptivos para el periodo de incubación (PIN), periodo de 
latencia (PDL) y porcentaje de infección (PDI) de aislamientos de O. flavida.   
Aislamiento n PIN PDL Frecuencia Proporción PDI 
Of01 5 6 12 4 0,8 80 
Of02 5 6 12 3 0,6 60 
Of03 5 3 9 4 0,8 80 
Of04 5 6 12 2 0,4 40 
Of09 5 3 9 4 0,8 80 
Of14 5 6 12 4 0,8 80 
Of15 5 3 9 4 0,8 80 
 
Tabla C-2: Estadísticos descriptivos para la cantidad de gemas por lesión (CGL) de 
aislamientos de O. flavida  




Of01 4 17,125 1,750 15 19 
Of02 3 18,333 1,527 17 20 
Of03 4 19,5 1,472 18 21 
Of04 2 15,5 0 15,5 15,5 
Of09 4 19 0,816 18 20 
Of14 4 17,5 1,633 15,5 19,5 
Of15 4 15,625 3,250 12,5 20 
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Tabla C-3: Estadísticos descriptivos para el diámetro de la lesión final (DLF) de 
aislamientos de O. flavida 




Of01 4 8,875 0,438 8,247 9,265 
Of02 3 9,567 1,047 8,359 10,211 
Of03 4 11,086 0,597 10,226 11,604 
Of04 2 8,958 2,563 7,146 10,770 
Of09 4 10,023 1,758 8,210 12,235 
Of14 4 5,734 0,525 5,011 6,194 











D Anexo: Evaluación del efecto 
antifúngico de las ZnO-NPs sobre 
cultivos monospóricos de 
aislamientos de O. flavida 
Tabla D-1: Estadísticos descriptivos para diferentes tratamientos considerados en el 
ensayo. 




[12 mmol.L-1] 8 15,371 1,131 13,883 17,013 
[6 mmol.L-1] 8 20,976 1,525 19,196 22,892 
[9 mmol.L-1] 8 21,737 5,618 17,133 35,073 
Control positivo 8 40,925 2,183 37,883 43,238 
Fungicida 8 0 0 0 0 
 
Tabla D-2: Comparación por pares de Bonferroni para diferentes tratamientos 
considerados en el experimento. 
 [12 mmol.L
-1] [6 mmol.L-1] [9 mmol.L-1] Control positivo 
[6 mmol.L-1] 0.00344 - - - 
[9 mmol.L-1] 0.00071 1.00000 - - 
Control positivo < 2e-16 5.1e-15 1.6e-14 - 
Fungicida 9.0e-12 1.1e-15 3.8e-16 < 2e-16 
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